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Chapitre I Introduction

L'immobilisation de protéines a l'interface air-eau ou sur une surface solide
par greffage sur une monocouche de lipides permet de construire une monocou-
che de protéines orientées par rapport a la surface. Cette technique a été initia-
lement développée dans le but d'obtenir des arrangements cristallins de protéi-
nes a deux dimensions. Si elles ne s'organisent pas en cristal bidimensionnel, les
protéines sont susceptibles d'interagir entre elles ou avec d'autres molécules
présentes en solution. Nous nous sommes intéressés a ce second type de mono-
couches de protéines afin de disposer d'un systéme modéle adapté a 1'étude des
Interactions entre protéines.

L'objet de notre étude est le développement de méthodes d'analyse des mono-
couches de protéines permettant de mettre en évidence des changements de den-
sité ou d'épaisseur au sein de la monocouche, résultant d'interaction entre les
protéines qui constituent la monocouche ou avec d'autres molécules. Nous nous
sommes intéressés particuliérement a trois techniques expérimentales. La réflec-
tivité des rayons X permet d'obtenir un profil de densité électronique perpendi-
culaire au plan de la couche et de connaitre la densité de surface de la monocou-
che. L'ellipsométrie est une technique optique permettant de suivre en temps
réel I'adsorption des protéines a la monocouche de ligands et d'estimer la densité
de surface des monocouches. Ces techniques sont bien adaptées a 1'étude des
monocouches déposées a la surface de l'eau. La résonance des plasmons de sur-
face permet d'obtenir des informations similaires a 1'ellipsométrie dans le cas des
monocouches élaborées sur une surface solide.

Nous nous sommes tournés vers 1'étude des protéines responsables de 1'adhé-
rence cellulaire pour lesquelles ce systeme d'immobilisation mime la surface des
cellules. En effet, 1'établissement de 1'adhérence entre deux cellules repose sur
les interactions entre les parties extracellulaires de protéines transmembranai-
res, appelées protéines d’adhérence cellulaire. L'ancrage a une monocouche lipi-
dique de ces protéines permet de les orienter de la méme maniére qu'a la surface
de la cellule. Il existe plusieurs familles de protéines d’adhérence cellulaire par-
mi lesquelles se trouve la famille des cadhérines. Le mécanisme moléculaire des
interactions entre les molécules de cadhérines est actuellement controversé, bien
que l'obtention de structures cristallographiques de certaines parties de cadhéri-
nes ait permis de formuler des hypothéses sur leurs interactions. Ainsi, la forma-



tion de complexes de cadhérines pourrait impliquer une partie extracellulaire
plus ou moins grande.

Afin d'obtenir des informations sur les interactions entre les domaines extra-
cellulaires de cadhérine, nous avons immobilisé des fragments composés uni-
quement de la partie extracellulaire de cadhérine a l'interface air-eau dans une
orientation similaire a celle des cadhérines par rapport a la surface cellulaire.
Des collaborations avec deux équipes de biologistes nous ont apporté les compé-
tences nécessaires a la réalisation de ce projet. Ce sont les équipes de Danielle
Gulino de I'Institut de Biologie Structurale a Grenoble et de Deborah Leckband
de I'Université d'Illinois a Urbana-Champaign aux Etats-Unis.

Notre objectif était de caractériser 1'adsorption des protéines aux lipides et
les variations de densité consécutives a des changements opérés au sein de la
couche protéique. Nous avons cherché d'une part, a obtenir par ellipsométrie des
informations quantitatives permettant de suivre des changements faibles de
densité de surface, et d'autre part, a mettre en évidence par réflectivité X des
modulations du profil de densité due a des interactions entre les protéines. En-
fin, pour étudier des monocouches de protéines greffées sur une surface solide,
nous avons réalisé un appareil de résonance des plasmons de surface.

Dans le Chapitre II, nous présenterons les molécules d'adhérence cellulaire,
en particulier les cadhérines. Nous exposerons les questions actuelles relatives a
leurs interactions, puis les deux protéines qui ont servi de modéle a notre étude,
la C-cadhérine et la VE-cadhérine. Nous détaillerons enfin la technique d'élabo-
ration des monocouches de protéines. Deux méthodes expérimentales et d'ana-
lyse utilisées dans ce travail, la réflectivité X et 1'ellipsométrie, seront présen-
tées dans le Chapitre I. Le Chapitre IV sera consacré aux résultats et conclu-
sions de 1'étude des monocouches de cadhérine, concernant d'abord la C-
cadhérine, puis la VE-cadhérine. Nous présentons dans le Chapitre V la réso-
nance des plasmons de surface et les intéréts de cette méthode pour 1'étude des
monocouches de protéines greffées sur surfaces solides. Nous conclurons cette
étude et présenterons des perspectives de travail dans le Chapitre VI.



Chapitre II Adhérence cellulaire et monocou-
ches de protéines

II.1 Molécules d’adhérence cellulaire

I1.1.1 L'adhérence cellulaire

Dans un organisme, les cellules sont spécialisées et capables de communiquer
entre elles et de se reconnaitre (voir par exemple Alberts 1994). Certaines adhe-
rent entre elles pour former des tissus et interagissent avec la matrice extracel-
lulaire. D'autres se déplacent et sont capables d'interagir de maniére spécifique
avec différents types cellulaires, comme c'est le cas de la famille des globules
blancs (ou leucocytes). Tous ces contacts sont effectués par des interactions entre
des protéines situées sur la membrane cellulaire et appelées de maniére générale
"récepteur d'adhérence". Une association de récepteurs d'adhérence est appelée
"jonction". De maniere générale, les jonctions entre cellules sont regroupées en
trois groupes : les jonctions étanches, les jonctions de communication, les jonc-
tions adhérentes.

L'endothélium vasculaire est un bon exemple d'assemblage de cellules en in-
teraction. Ce tissu tapisse les parois des vaisseaux sanguins. Il joue un réle dans
le controle de la circulation sanguine et la coagulation du sang. Il se comporte
comme une barriere semi-perméable permettant le passage des leucocytes du
sang vers les foyers infectieux. Il est formé par une monocouche de cellules endo-
théliales liées les unes aux autres sur le coté et séparant l'intérieur du vaisseau
(c6té luminal) de la matrice extracellulaire (coté abluminal).

Il existe trois types de jonctions entre les cellules de 1'endothélium vasculaire
[Troyanovski 1999] indiqué sur la Figure 1 et la Figure 2 :

e Des jonctions "étanches" (tight junction ou zonula occulens) imperméabili-
sent 1'intérieur du vaisseau et sont constituées par des protéines appelées oc-
cludines et claudines.

e Les jonctions "adhérentes" (adhesive junction ou zonula adherens) forment
une ceinture autour des cellules et permettent la fixation des filaments d'ac-
tine. Elles sont principalement établies par des protéines de la famille des
cadhérines.



e Les jonctions dites de communication (gap junction) controlent le passage
des ions ou de petites molécules (<1kDa) entre les cellules. La circulation est
effectuée par l'intermédiaire de canaux constitués de protéines organisées en
hexameéres, les connexines.

Des interactions avec la matrice extracellulaire ou avec des cellules de types
différents sont effectuées par d'autres catégories de protéines : les intégrines
pour la matrice extracellulaire et les interaction lymphocyte!l-endothélium et les
sélectines pour l'interaction leucocyte-endothélium.

Coté luminal

\

N Jonction étanche
< / .
Filaments / | / Jonction adhérente
e I -
..\ Jonction de communication

— A

ions <]

———

‘matrice extracellulaire

Coté abluminal

Figure 1 : Schéma représentant deux cellules de I'endothélium vasculaire et reconstitué d'aprés
[Alberts 1994] et [Bershadsky 1999]. Les trois types de jonctions entre les cellules sont indiqués en
partant du c6té luminal : jonctions étanches, jonctions adhérentes, jonctions de communication.

Les récepteurs d’adhérence cellulaire sont des glycoprotéines appelées aussi
CAM, de l'anglais cell adhesion molecule. A ce jour, ces protéines sont regroupées
en cinq familles selon leurs caractéristiques structurales et fonctionnelles : les
cadhérines, la super-famille des immunoglobulines, les sélectines, les intégrines
et les protéoglycans [Gumbiner 1996, Hunt 1996]. Selon leur famille d'apparte-
nance, elles établissent des jonctions entre deux cellules de type identique ou
non. Les interactions entre CAM peuvent étre soit homotypiques, c’est-a-dire
qu'elles se lient a une molécule de méme type, soit hétérotypiques dans le cas ou
les deux protéines impliquées sont différentes. Les CAM n'ont pas seulement un
role adhérent, elles régissent également une activité de signalisation dans la
cellule [Hunt 1996].

Le premier membre de la famille des cadhérines a été décrit au début des an-
nées 1980 et un grand nombre de cadhérines a été découvert par la suite [Angst

1 Lymphocyte = une famille de cellules faisant partie des globules blancs.



2001]. Ces récepteurs d'adhérence sont exprimés dans la plupart des types cel-
lulaires et une cellule peut exprimer un ou plusieurs types de cadhérine en pro-
portions différentes [Takeichi 1991].

Figure 2 : Cliché de microscopie électronique de deux cellules épithéliales (issu de [EMAtlas
2002]). Les différents types de jonctions cellulaires sont indiqués par les notations Zo : jonction
étanche, Za : jonction adhérente, Ma : macula adhaerens ou desmosome. Les desmosomes n'exis-
tent pas entre cellules endothéliales.

Les cadhérines sont impliquées dans les jonctions adhérentes via des interac-
tions homotypiques, dépendantes du calcium qui permettent la formation de
liaisons homophiliques? entre des cellules de type identique [Takeichi 1991]. Par
le biais de ces interactions homotypiques et homophiliques, les cadhérines en-
trainent 1'élaboration des différents types de tissus solides lors par exemple de
I'embryogenése. Les cadhérines portent l'initiale du tissu dans lequel elles ont
été mises en évidence pour la premiére fois ou dans lequel elles sont majoritai-
res. Par exemple, on note "E-cadhérine" la cadhérine des cellules Epithéliales.
Deux cadhérines, la N- et la R-cadhérine (N pour neural et R pour retinal) font
figure d'exception et des interactions hétérotypiques entre ces cadhérines ont été
observées [Shapiro 1995, Shan 2000]. Les cadhérines élaborent entre les cellules
endothéliales ou épithéliales une ceinture constituée d'assemblages de cadhéri-
nes ou clusters dont le role serait d'augmenter la solidité de la jonction [Shapiro
1995].

Notons que dans l'organisme, le calcium est activement excrété des cellules
par des pompes ioniques, stabilisant la concentration intracellulaire en calcium

2 Homophilique = mettant en jeu deux cellules du méme type. Homotypique = entre
deux molécules du méme type.



libre aux environs de 100 nM. Chez I'homme, la concentration en calcium dans le
sang est de 2,5 mM, dont environ 1,2 mM libre, le reste étant lié a diverses molé-
cules. Les cadhérines interagissent en présence d'une concentration locale de 1 a
2 mM de calcium. Un appauvrissement du milieu en calcium désorganise les
jonctions cellulaires [Rothen-Rutishauser 2002].

Les cadhérines n'ont pas seulement une fonction adhérente de cohésion et de
maintien des tissus [Steinberg 1999]. Il a été montré qu'elles ont un réle impor-
tant dans la signalisation et la reconnaissance entre cellules [Gumbiner 1996].
Un changement de I'expression des cadhérines d'une cellule déclenche un proces-
sus de morphorégulation, comme la différenciation des cellules et la formation de
tissu. Par exemple, lors de ’embryogenese, les cellules différenciées sont triées
grace a des interactions impliquant des cadhérines [Vleminckx 1999, Tepass
1999]. A l'opposé, un dysfonctionnement de l'activité des cadhérines peut avoir
des conséquences néfastes. Ainsi, la rupture de la jonction entre les cellules peut
perturber la différenciation des cellules et 1'embryogenése. Les cadhérines sont
connues ainsi pour leur action de suppression de tumeur cancéreuse [Takeichi
1993]. Le processus de cancérisation est initié par la perte d'adhérence de cellu-
les qui peuvent alors se déplacer dans tout l'organisme.

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a deux cadhérines classiques :
la C-cadhérine des embryons de grenouille Xenopus, appelée aussi EP-cadhérine
pour son analogie avec les cadhérines de 1'Epithélium et du Placenta, et la VE-
cadhérine humaine exprimée dans 1'Endothélium Vasculaire. Parmi les cadhéri-
nes classiques, on distingue deux classes en fonction de leurs similitudes de
séquences en acides aminés, la classe I et la classe II. La C-cadhérine appartient
a la classe I et la VE-cadhérine a la classe II. Nous détaillerons plus loin leurs
particularités.

I1.1.2 Les cadhérines classiques

Les cadhérines classiques sont des protéines transmembranaires constituées
de trois régions, comme le montre la Figure 3 [voir, par exemple, Tepass 1999]:

e une partie extracellulaire glycosylée qui est composée de cinq domaines ou
modules homologues en chapelet, nommé EC pour ExtraCellular [Shapiro 1995].
Ils sont numérotés de 1 a 5 a partir du c6té N-terminal, le domaine EC5 étant
adjacent a la membrane cellulaire. Ces domaines sont le siége de 1'adhérence
entre les cadhérines. L'adhérence entre cellules n'est en effet pas perturbée si les
cadhérines sont tronquées de leur partie intracellulaire [Ozawa 1998]. Le cal-
cium est nécessaire a la stabilisation de la structure tertiaire de la partie extra-
cellulaire des cadhérines ce qui leur confére une résistance a la protéolyse. La
liaison entre deux domaines extracellulaires consécutifs est rigidifiée par la
présence de trois ions calcium CaZ2*, soit douze ions au total pour la cadhérine.

e une partie transmembranaire hydrophobe.

e une partie cytoplasmique qui est liée a l'actine du cytosquelette par 1'in-
termédiaire de plusieurs protéines cytoplasmiques (notamment les caténines).
Cette partie est tres conservée parmi les différents types de cadhérine. Elle joue



vraisemblablement un roéle de renfort de la liaison entre les cellules [Behrens
1999].

extracellulaire

Figure 3 : Schéma d'une cadhérine insérée dans la membrane cellulaire. Trois ions Cca®* sont
fixés entre deux domaines extracellulaires consécutifs.

De nombreuses études concernent la partie cytoplasmique des cadhérines et
cherchent a établir son implication dans la signalisation intracellulaire ainsi que
la nature des interactions mises en jeu avec des protéines du cytoplasme et plus
spécifiquement du cytosquelette. Par exemple, des études in vivo sur des cultu-
res de cellules possédant des cadhérines mutées? ou tronquées? ont permis de
comprendre le role particulier de certains acides aminés dans ces interactions
[Behrens 1999]. Il est aussi possible d'étudier le role des cadhérines sur le déve-
loppement embryonnaire en invalidant leur géne chez la souris. Ainsi, S. Gory-
Fauré et al. ont montré que des embryons de souris n'exprimant pas la VE-
cadhérine ne se développent pas correctement et meurent aprés quelques jours
de gestation du fait d'un systéme vasculaire défectueux [Gory-Fauré 1999].

Parallelement, pour comprendre précisément le mécanisme des interactions
homotypiques régis par les cadhérines, de nombreux auteurs ont choisi de tra-
vailler in vitro sur des protéines tronquées de leurs parties intracellulaires et
transmembranaire. Différents systémes d'expression® ont été utilisés pour pro-
duire des molécules de cadhérine composées d'un ou plusieurs modules extracel-
Iulaires. Nous nous sommes intéressés au cours de ce travail de theése unique-
ment a la partie extracellulaire des cadhérines.

3 Protéine dans laquelle un ou plusieurs acides aminés sont remplacés par un/des
acide(s) aminé(s) différent(s).
4 Protéine dans laquelle un grand nombre d'acides aminés ou tout un domaine struc-

tural est enlevé.

5 Production in vitro de protéines a partir de son ADN. La protéine ainsi exprimée
est appelée recombinante. La bactérie E. Coli est un exemple de systéme d'expression

largement répandu.



I1.1.3 Relations structure - fonction des cadhérines

Les détails des interactions existant entre cadhérines sont a ce jour contro-
versés. Pour la biologie structurale, la fonction d'une protéine est reliée a sa
structure tridimensionnelle. Nous allons voir qu'il existe en effet une relation
étroite entre la fonction adhérente de la partie extracellulaire des cadhérines et
sa structure. Nous présenterons les modeéles d'interactions actuels, puis nous
exposerons les questions auxquelles nous nous sommes intéressés au cours de ce
travail de these.

II.1.3.1 Formation de diméres de cadhérine

Considérons deux cellules voisines exprimant des cadhérines a leur surface
(Figure 4). Pour créer une jonction entre ces cellules, deux cadhérines apparte-
nant aux cellules opposées interagissent, en formation un complexe adhérents..
Ces interactions, aussi nommées "trans” ou "antiparalléle", conduiraient a la
formation de dimeéres de cadhérines [Shapiro 1995]. Des interactions latérales
entre cadhérines appartenant a la méme cellule ont été également mises en évi-
dence, elles sont appelées "cis” ou "paralléles". Les complexes cis représentent
ainsi des interactions entre des cadhérines d'une méme cellule et les complexes
trans des interactions entre cellules opposées dans la jonction. Ainsi, une inte-
raction trans pourrait ainsi faire intervenir (1) soit deux cadhérines sous forme
monomérique s'associant en un dimere trans, (2) soit deux dimeéres cis interagis-
sant de maniere antiparallele en un "tétrameére" trans.

Cellule 2

Cellule 1

trans
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= e Y
MO

Figure 4 : Représentation des interactions paralléles (cis) et anti-paralléles (trans) entre les do-
maines extracellulaires de cadhérines.

Pour un grand nombre d'auteurs, des dimeéres cis seraient la base des interac-
tions adhérentes, comme le souligne D. Leckband dans une revue récente
[Leckband 2002]. D'aprées Renaud-Young et al., les diméres cis seraient nécessai-
res pour engager les interactions adhérentes, puis ils se désassembleraient pour
permettre la formation de dimeéres trans, et non de tétramére trans [Renaud-
Young 2002]. De leur c6té, R. Iino et al. ont observé, a la surface libre de cellules
vivantes (c'est-a-dire en dehors de jonctions adhérentes), la présence d'oligome-
res de E-cadhérine de différentes tailles, allant du dimeére au décamere [lino



2001]. Pour les auteurs, des dimeres pourraient étre a 1'origine de la formation
de ces oligomeres.

Les concentrations en calcium nécessaires a la formation de dimeéres cis ou
trans ont été déterminées par O. Pertz et al. [Pertz 1998]. Selon leur étude, les
cadhérines ne sont pas repliées correctement lorsque la concentration en calcium
environnante est inférieure a 50 uM. Pour des concentrations comprise entre
50uM et 500 uM d'ions calcium, les cadhérines adoptent leur conformation na-
tive. Alors que des interactions cis entre protéines paralleles se créent pour des
concentrations comprises entre 500 uM et 1mM, les interactions trans se consti-
tuent a partir de 1 mM. Ces interactions sont traduites par des affinités entre
l'ion calcium et un site de fixation du calcium différentes selon les domaines
consécutifs. Les auteurs ont mesure une constante de dissociation de 30 uM pour
les sites de fixation du calcium situés entre les domaines EC5 et EC4, EC4 et
EC3 ainsi que EC3 et EC2. Entre les domaines EC2 et EC1, la constante de dis-
sociation est de 330 uM pour deux sites de fixation du calcium et de 2 mM pour
le troisiéme.

11.1.3.2 Roles des domaines extracellulaires

Une des questions majeures sur le mode d'assemblage des cadhérines
concerne le role joué par les différents domaines extracellulaires. Le domaine N-
terminal EC1 est depuis longtemps identifié comme étant indispensable a la
reconnaissance entre cadhérines [Takeichi 1991]. Plus récemment, Renaud-
Young et al. ont montré que le domaine EC1 est nécessaire aux interactions,
mais en se liant a un domaine autre qu'un domaine EC1 d'une cadhérine voisine
[Renaud-Young 2002].

Le motif HAV

La comparaison des séquences d'acides aminés des cadhérines a apporté des
éléments de réponses quant au mécanisme d'auto-association des cadhérines.
Certains acides aminés des cadhérines classiques sont plus ou moins conservés
d'une cadhérine a l'autre, ce qui suggere leur implication dans une fonction ad-
hérente ou de spécificité de la cadhérine. Des expériences de mutation ponctuelle
permettent de sonder le role d'acides aminés supposés intervenir dans l'adhé-
rence, et impliqués en particulier dans la fixation des ions calcium. Le domaine
EC1 contient un motif supposé de reconnaissance entre cadhérines, composés de
trois acides aminés : histidine, alanine, valine (HAV). Une différence notable de
séquence apparait cependant entre les cadhérines de classe I qui possedent ce
motif et celles de classes II ou il est remplacé par le motif QAV (glutamine, ala-
nine, valine) ou QAI (glutamine, alanine, isoleucine), ou encore VIV (valine,
isoleucine, valine) dans le cas de la VE-cadhérine. Bien que différents, ces motifs
ont été décrits comme essentiels aux interactions entre cadhérines.

La particularité des acides aminés HAV est qu'ils forment une poche hydro-
phobe au sein du domaine EC1 dans laquelle pourrait se loger un tryptophane
(W ou Trp) appartenant soit a la méme cadhérine, soit & une cadhérine voisine
en interaction paralléle ou anti-paralléle [Shapiro 1995, Nagar 1996]. Mais cette
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hypothése est controversée par Renaud-Young et al. [Renaud-Young 2002] et par
I'équipe de B. Gumbiner [Boggon 2002] qui ont montré par une étude de mutage-
nese dirigée sur ce motif qu'il n'était pas impliqué dans l'interaction entre cad-
hérines.

Structures cristallographiques de fragments

La cristallographie des fragments recombinants de cadhérines apporte des in-
formations indispensables sur leurs structures qui peuvent permettre d'en dé-
duire des renseignements quant a leurs modes d'assemblage. A ce jour, six grou-
pes de recherche ont obtenu des cristaux de la partie extracellulaire des cadhéri-
nes entiere ou tronquée et en ont déterminé la structure atomique. En supposant
que la structure observée dans le cristal soit représentative de la forme in vivo
des cadhérines, les auteurs interpretent leurs résultats en formulant des hypo-
théses sur les interactions entre cadhérines. Toutefois, les interactions observées
dans la structure cristallographique peuvent étre fortuites car dues a l'arrange-
ment et a la symétrie du cristal. Des précautions sont donc a prendre dans 1'in-
terprétation des données et des études complémentaires biochimiques ou cellu-
laires sont nécessaires pour valider un modéle d'interaction.

Les références des travaux présentant la résolution des structures cristallo-
graphiques de fragments de cadhérines sont rassemblées dans le Tableau 1, les
figures correspondantes se trouvent en Annexe 2. A partir de la taille des frag-
ments, nous avons calculé la longueur moyenne d'un domaine extracellulaire de
cadhérine : 4,7 nm, ce qui implique une longueur totale de la partie extracellu-
laire de 23,5 nm dans une configuration ou les cinq domaines sont alignés.

Lon r Longueur | Réso- Cod
Cadhérine ongueu / domaine | lution ode Auteurs Méthode
(nm) PDB
(nm) (nm)
1 domaine
N-cadhérine 4,5 4,5 0,190 | INCG | Shapiro 1995 | Diffraction X
E-cadhérine 4,8 4,8 . 1sug | Overduin RMN
1995
2 domaines
N-cadhérine 9,2 4,6 0,340 | INCJ | Tamura 1998 | Diffraction X
E-cadhérine 9,6 4,8 0,200 [1EDH | Nagar 1996 | Diffraction X
E-cadhérine 9,6 4,8 0,293 | 1FF5 Pertz 1998 Diffraction X
5 domaines
C-cadhérine 21,0 4,7 0,308 | 1L3W | [Boggon 2002 | Diffraction X

Tableau 1 : Longueurs de domaines de cadhérines données par les auteurs et mesurées par le
logiciel DSViewerPro 5.0 (Preview) (Accelrys Inc).

L'analyse de la séquence des cadhérines suggere la formation d'une structure
en "greek key" (voir Annexe 2). Ce motif figure effectivement dans toutes les
structures cristallographiques obtenues pour les domaines EC1 et/ou EC2 et
dans la structure du fragment extracellulaire entier EC1-5. en revanche, il existe
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plusieurs modeles décrivant les interactions entre fragments de cadhérine pro-
venant des structures cristallographiques du domaine EC1 ou du fragment EC1-
2.

L. Shapiro et al. sont les premiers a avoir proposé un modele d'interaction ba-
sé sur la structure cristallographique du domaine EC1 de N-cadhérine (voir
Figure 121, Annexe 2)[Shapiro 1995]. Selon les auteurs, le résidu Trp2 d'un do-
maine EC1 se loge dans une poche hydrophobe formée dans le domaine EC1
d'une molécule voisine en interaction paralléle. A l'interface entre deux cellules,
I'interaction entre plusieurs cadhérines serait effectuée par une interaction trans
entre ces diméres cis conduisant a la formation d'une chainé de cadhérines,
comme indiqué sur la Figure 5a). Ce modele appelé "zipper model" est trés connu
car 1l a été le premier a tenter d'expliquer la force de la liaison entre cellules par
une action synergique des cadhérines [Weis 1995]. Il est cependant contredit
aujourd'hui car la surface d'interaction entre les deux fragments a été démontrée
inactive [Boggon 2002].

a) b)

Figure 5 : Représentations schématiques des modeles d'interaction entre fragments extracellulai-
res de cadhérine : a) modéle de L. Shapiro et al. élaboré a partir du fragment EC1 de N-cadhérine;
b) modéle élaboré a partir de fragments EC1-2 et correspondant aux descriptions de B. Nagar et al.,
K. Tamura et al., et O. Pertz et al.

B. Nagar et al. ont obtenu peu aprés une structure cristallographique du
fragment EC1-2 de E-cadhérine [Nagar1996]. Dans le cristal, les domaines EC1
et EC2 forment un angle d'environ 130° (Figure 5b). Les auteurs ont observé une
liaison cis entre fragments située preés des sites de fixation du calcium, c'est-a-
dire dans la région située entre deux domaines consécutifs et ne mettant pas en
jeu les résidus Trp2 (voir Figure 123, Annexe 2). Les auteurs n'ont pas observé
d'interaction frans dans cette structure. Un modeéle équivalent a été proposé par
K. Tamura et al. a partir de la structure cristallographique du fragment EC1-2
de N-cadhérine (voir Figure 122, Annexe 2) [Tamura 1998]. De méme, le groupe
de J. Engel a proposé un modeéle d'interactions cis et trans mettant en jeu les
domaines EC1 et EC2 de fragments extracellulaires de E-cadhérine [Tomschy
1996], [Pertz 1998]. La structure cristallographique du fragment EC1-2 proposée
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indique que les interactions entre fragments se font au niveau de la fixation du
calcium entre les domaines. Ces auteurs ont de plus observé par microscopie
électronique des associations cis entre les domaines N-terminaux des fragments
EC1-5 de E-cadhérine, en présence d'une concentration en calcium de 0,5 mM.
Des associations trans ont été observées pour des concentrations en calcium plus
élevées a partir de 1 mM et impliquant seulement les domaines EC1 et EC2.
(voir la Figure 124, Annexe 2).

Les protéines tronquées ne présentent pas forcément les mémes interactions
que les parties extracellulaires entiéres de cadhérines. Les structures cristallo-
graphiques de fragments courts de cadhérines (moins de cinq domaines) ont
constitué jusqu'a aujourd'hui une source riche d'informations, mais elles appor-
tent des informations restreintes sur les interactions. La structure du fragment
extracellulaire entier de C-cadhérine, obtenue récemment par 1l'équipe de B.
Gumbiner, est par conséquent trés intéressante puisqu'elle contient 1'ensemble
des domaines extracellulaires [Boggon 2002].

Figure 6 : Modéle d'interactions cis et trans d'aprés les observations de la structure cristallogra-
phique du fragment EC1-5 de C-cadhérine [Boggon 2002]. Du fait de la projection de la structure
tridimensionnelle, les interactions cis n'apparaissent que sur les fragments inférieurs.

D'apres la structure cristallographique, la C-cadhérine est allongée et courbée
en forme d'arc, le domaine EC1 se trouvant presque perpendiculaire au domaine
EC5. Une courbure du méme type avait été déja observée par O. Pertz et al.
[Pertz 1998]. Les auteurs ont observé des assemblages cis et trans de fragments
extracellulaires de C-cadhérine dans la structure cristallographique. Des inte-
ractions cis se formeraient entre un domaine EC1 et la partie concave a l'inter-
face entre les domaines EC2 et EC3. Des interactions trans se feraient par
I'échange du résidu Trp2 entre deux domaines EC1 appartenant a deux cadhéri-
nes de cellules opposées. Un tel complexe de deux fragments de C-cadhérine
antiparalleles mesure 38,5 nm. Enfin, les auteurs proposent un modele d'organi-
sation des cadhérines en réseau a l'interface entre deux cellules, comme indiqué
sur la Figure 6. Dans ce modele d'interaction, les complexes trans de fragments
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de cadhérine seraient inclinés de 40° par rapport a la surface de la cellule et la
distance inter-cellule correspondante serait de 24,5 nm.

Auto-association de fragments

Des expériences menées sur des mutants de cadhérine possédant un nombre
restreint de domaines ont précisé les roles de chaque module dans l'adhérence.
Par exemple, dans une étude des interactions entre fragments de C-cadhérine, S.
Chappuis-Flament et al. ont montré par centrifugation analytique que les frag-
ments constitués des domaines EC1 ou EC 2 seuls, ainsi que le fragment EC1-2
s'auto-associent faiblement [Chappuis-Flament 2001]. Une adhérence plus im-
portante a été mis en évidence pour les fragments composés au minimum des
trois domaines EC1, EC2 et EC3. Les auteurs remarquent toutefois que le do-
maine EC3 n'est pas indispensable pour l'adhérence puisque les fragments EC1-
2-4 ainsi que les fragments EC1-2-4-5 s'auto-associent. Les auteurs ne mention-
nent pas d'interactions mixtes, c'est-a-dire entre fragments non identiques.

Le groupe de D. Gulino a montré que la VE-cadhérine peut s'auto-assembler
en dimeéres ou en hexameéres selon le nombre de domaines extracellulaires du
fragment [Legrand 2001, Bibert 2002]. Les domaines EC1 et EC4 seuls, ainsi que
les fragments EC1-2 et EC1-3 restent sous forme monomérique (Figure 7). Les
fragments EC3-4 et EC2-4 s'associent en dimeres. L'ajout du domaine EC1 pour
former le fragment EC1-4 conduit a la formation d'un hexamere. Les fragments
EC1-5 s'assemblent également en hexameéres. Ainsi, les domaines EC4 et EC1
semblent nécessaire a la formation de 1'hexamere.

Q @ W
o

Monomere Dimere Hexamere

Figure 7 : Représentation schématique des assemblages mis en évidence par S. Bibert et al.
[Bibert 2002]. Les fragments sont représentés arbitrairement paralléles les uns aux autres.

Les assemblages hexamériques ont été mis en évidence par plusieurs techni-
ques expérimentales. Le poids moléculaire du complexe a été évalué a six fois le
poids du fragment VE-EC1-4His seul par chromatographie par gel filtration et
ultracentrifugation analytique. Par microscopie électronique, des assemblages
longitudinaux de 23,3 £ 1 nm x 7,7 + 0,7 nm ont été observés. Compte tenu de la
taille d'un domaine (4,5 nm), la longueur de l'assemblage correspond a cinq do-
maines alignés. Les auteurs ont exposé des modeles d'interaction entre les frag-
ments de VE-cadhérine ou les molécules sont tétes-béches et forment un petit
canal, comme le montre la Figure 8. Ainsi, l'hexameéres serait un arrangement de
cadhérines anti-paralléles, c'est-a-dire appartenant a deux cellules adjacentes.
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Les modéles présentés permettent d'expliquer que la taille de I'hexamere est
égale a la longueur de cinq domaines alignés alors que le fragment étudié n'en
comporte que quatre. Selon un premier modele [Legrand 2001], les domaines des
cadhérines antiparalléles sont décalés : les interactions se font au niveau des
domaines EC1 et EC3 et des domaines EC2 entre eux (Figure 8a). Un deuxiéme
modele plus récent [Bibert 2002] propose un alignement non décalé des frag-
ments de VE-cadhérine ou les domaines EC3 se font face et les domaines EC2 et
EC4 interagissent. Ce second modele est supporté par le role déterminant du
domaine EC4 et le fait que les fragments composés des domaines EC1-3 ne for-
ment pas de complexes en solution. Sans pourvoir a 1'heure actuelle trancher
entre ces deux modeles, les auteurs supposent que la formation d'hexameéres a
l'interface entre deux cellules permet de renforcer 1'adhérence entre les cellules.
De plus, les hexameéres pourraient se rassembler en réseau mettant en jeu des
interactions paralléles entre cadhérines appartenant a des hexameéres distincts.

VE-EC1-4

Figure 8 : a) Modéle d'association des fragments VE-EC1-4 en hexaméres. En haut : vue de des-
sus de I'hexamere indiquant la formation en canal. En bas : vue de c6té de I'hexamére indiquant
I'alignement des domaines EC1-EC3 et EC2-EC2. b) Cliché de microscopie électronique a transmis-
sion d'un hexameére [Legrand 2001].

Une technique puissante : la mesure de force de surface

D. Leckband et al. [Leckband 2000, Sivasankar 2001a] ont montré par des
mesures de force de surface qu'il existe trois types d'association anti-paralléle
entre cadhérines. Dans un premier type d'association, les C-cadhérines intera-
gissent sur toute leur longueur, en étant totalement enchevétrées (en anglais,
"totally interdigited"), c'est-a-dire que le domaine EC1 interagit avec le domaine
EC5, le domaine EC2 avec domaine EC4, et les domaines EC3 entre eux (Figure
9, a). Dans un deuxieme type d'association, elles interagissent en formant un
complexe décalé d'environ 1,5 domaines par rapport au premier type, permettant
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les interactions entre les domaines EC1 et EC4, et EC2 et EC3 (Figure 9, b).
Enfin dans un troisiéme type d'association, seuls les domaines EC1 et EC2 inte-
ragissent (Figure 9, c). Ainsi, un seul type d'association implique une adhérence
entre domaines EC1 et/ou EC2. Les auteurs postulent que les cadhérines forment
préalablement des dimeéres cis mais cela n'est pas démontré par ces résultats.

Note sur le role de la glycosylation

Quinze sites de glycosylation ont pu étre mis en évidence dans la structure du
fragment EC1-5 de C-cadhérine [Boggon 2002]. Ces sites se trouvent en majorité
répartis sur les domaines 3 et 4, deux sont situés sur les domaines 2 et 5. Geyer
et al. ont analysé les sites de glycosylation de la VE-cadhérine. En particulier,
les auteurs ont mis en évidence une relation entre l'appauvrissement en ions
Ca?* de la culture de cellules endothéliales et la disparition de la VE-cadhérine
et des polysaccharides aux jonctions cellulaires. [Geyer 1999]. Selon les auteurs,
les polysaccharides pourraient jouer un roéle dans l'organisation des VE-
cadhérines aux jonctions adhérentes. Il est donc probable que les chaines poly-
saccharidiques jouent un rbéle dans la reconnaissance entre cadhérines, mais cela
n'est pas compris actuellement.

:
:
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Figure 9 : Trois alignements de C-cadhérines anti-paralleles proposés pour décrire les résultats
de mesure de force de surface par S.Sivasankar et al. [Sivasankar2001b].

Conclusion

I1 semble aujourd'hui acquis que la formation de complexes paralléles est né-
cessaire a la reconnaissance inter-cellulaire. Pour la plupart des fragments ex-
tracellulaires de cadhérine étudiés, ces complexes seraient des dimeéres, mis a
part le cas de la partie extracellulaire de VE-cadhérine qui s'assemblerait en
hexamere. Le résidu Trp2 semble se loger dans une poche hydrophobe pouvant
appartenir a une cadhérine en position aussi bien cis que trans. La longueur de
la partie extracellulaire des cadhérines est d'environ 23,5 nm si les modules sont
alignés. Si les cadhérines sont disposées a la surface des cellules en étant tota-
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lement enchevétrées, cette longueur représente la distance entre deux cellules.
Mais les cadhérines ne sont pas rigides in vivo, et les interactions entre les par-
ties extracellulaires impliquent des distances inter-cellules variables. Les do-
maines N-terminaux, en particulier le domaine EC1, jouent donc un role tres
important dans le mécanisme d'interaction en fragment de cadhérine, mais ce
role n'est pas encore parfaitement compris.

Dans un commentaire relatif a la publication de la structure de la partie ex-
tracellulaire entiere de C-cadhérine, D. Leckband résume les questions demeu-
rant en [Leckband2002]. Elles concernent les roles respectifs des modules extra-
cellulaires dans les complexes, en particulier celul du module EC1, et le méca-
nisme d'interaction entre les dimeres cis et trans.

11.1.3.3 Résumé de la problématique

Des études biochimiques ont permis de comprendre une partie des activités
de signalisation des cadhérines dans l'organisme, leur organisation aux jonctions
cellulaires et les interactions avec des molécules cytoplasmiques. Toutefois, le
mécanisme moléculaire régissant les interactions entre les domaines extracellu-
laires des cadhérines n'est pas encore bien compris. Le regroupement des cadhé-
rines a la surface des cellules semble important. L'influence du cytosquelette
d'actine sur ce regroupement reste mal définie [Gumbiner 2000]. Une meilleure
connaissance structurale des cadhérines permettrait d'en mieux comprendre les
dysfonctionnements et dans un futur plus lointain, la conception de molécules a
visées thérapeutiques.

Les recherches actuelles se penchent sur les réles des cadhérines au-dela de
I'adhérence cellulaire et notamment sur leurs liaisons avec 1'actine et avec d'au-
tres protéines extra- ou intracellulaires, ainsi qu'aux mécanismes moléculaires
aboutissant aux interactions entre cadhérines. Plus précisément, on cherche a
déterminer la nature des domaines extracellulaires et des acides aminés impli-
qués dans les interactions cis ou trans entre fragments extracellulaires de cad-
hérine. Dans ce travail, a travers 1'étude de deux fragments de cadhérines diffé-
rentes, nous avons cherché a mettre en évidence l'existence d'interactions cis ou
trans d'une maniére dépendante de la concentration en calcium environnant et a
préciser les domaines intervenant dans ces interactions.

11.1.4 Les cadhérines étudiées

11.1.4.1 C-cadhérine

La C-cadhérine a été mentionnée pour la premiére fois par Ginsberg et al.
[Ginsberg 1991]. Elle est exprimée chez la grenouille Xenopus. Elle a été d'abord
nommée EP-cadhérine en raison de sa ressemblance par homologie de séquence
avec les cadhérines E (épithélium) et P (placenta). Elle sert de cadhérine modele
aux travaux de trois équipes américaines sur les mesures de force entre cadhéri-
nes [Leckband 2001], sur l'association entre domaines extracellulaires
[Chappuis-Flament 2001] et sur la structure cristallographique [Boggon 2002].
Notre travail a fait I'objet d’'une collaboration étroite avec le Pr. Deborah Leck-
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band et son équipe du Departement of Chemical Engineering de 1'Université
d’Illinois a Urbana-Champaign (U.I.U.C.) aux Etats-Unis. En particulier, une
partie des expériences présentées a été réalisée avec Sanjeevi Sivasankar et de
premieres interprétations ont été discutées dans sa theése [Sivasankar 2001a].

La production et la purification des fragments de C-cadhérine ont été effec-
tuées par S. Sivasankar puis I. Jensen du laboratoire de D. Leckband. Le frag-
ment principal que nous avons utilisé est constitué de la région extracellulaire
de C-cadhérine possédant une étiquette polyhistidine a son extrémité C-
terminale. L'étiquette polyhistidine est insérée en bout de la chaine d'acides
aminés afin de pouvoir purifier la protéine recombinante sur une colonne char-
gée en ions Ni?*., Nous utiliserons cette propriété pour l'immobilisation des frag-
ments sur surface solide ou a l'interface air-eau. Le poids moléculaire du frag-
ment a été évalué a environ 70 kDa [Chappuis-Flament 2001]. Par la suite, nous
appellerons cette protéine C-EC1-5His. La surexpression des fragments de C-
cadhérine est faite dans des cellules CHO (Chinese Hamster Ovary) qui accom-
plissent la glycosylation de la protéine. Les étapes principales de la purification
des fragments de C-cadhérine ont été décrites dans la thése mentionnée plus
haut [Sivasankar 2001a]. La protéine est produite et conservée dans un tampon
Tris-HCI (50 mM), NaCl (100mM) a pH 7,5. la concentration en calcium (CaClz)
est de 2mM pendant la purification. Par la suite, cette concentration peut étre
ajustée de 0 a 5 mM.

S. Chappuis-Flament et al. ont étudié l'association de fragments de C-
cadhérine en solution par analyse de 1'équilibre de sédimentation
[ChappuisFlament2001]. Des solutions contenant des fragments de C-cadhérine
en concentrations variables sont analysées pour déterminer les pourcentages de
dimeéres et de monomeres. Les auteurs en déduisent un modele d'association qui
permet d'extrapoler les pourcentages de monomeéres et de dimeres pour toute
concentration comme l'indique la Figure 10. La solution contient autant de mo-
nomeres que de dimeéeres a une concentration de 64 uM de fragments de C-
cadhérine. Dans ce travail, nous avons utilisé des solutions de fragments de C-
cadhérine ayant des concentrations initiales équivalentes a une fraction de 40%
a 50% de dimeéres.

Nous avons également utilisés des fragments plus courts de C-cadhérine pro-
duits par I’équipe de B. Gumbiner de 1'Université de Virginie aux Etats-Unis
[ChappuisFlament2001]. Ces protéines sont constituées de deux a quatre domai-
nes extracellulaires de C-cadhérine liés a un domaine Fc des immunoglobulines.
Elles ne comportent pas d'étiquette polyhistidine. Ces chimeéres seront dénom-
mées Fc-C-EC suivi de deux chiffres correspondant aux domaines présents. Par
exemple, le fragment Fc-C-EC1-3 est composée des domaine EC1, EC2 et EC3 et
Fc. Ces fragments forment des dimeres orientés de maniere parallele grace a la
liaison entre les domaines Fc par pont disulfure. D'aprés les auteurs, les cadhé-
rines interagissant sous forme de dimeres, cette dimérisation cis forcée devraient
favoriser les interactions trans entre fragments courts et permettre de simuler
en quelque sorte une jonction entre deux cellules [ChappuisFlament2001]. Les
auteurs ont ainsi pu étudier les affinités entre fragments et chercher les domai-
nes nécessaires a l'interaction entre cadhérines, comme nous 1'avons décrit plus
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haut (p. 13). Les fragments de C-cadhérine sont utilisés sans purification sup-
plémentaire et conservés dans un tampon identique a celui du fragment C-EC1-
5His contenant 2 mM de CaCls, a 4°C.
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Figure 10 : Equilibre entre diméres et monomeéres de C-cadhérines. Figure tirée de la référence
[ChappuisFlament2001].

I1.1.4.2 VE-cadhérine

Cette partie de notre étude a été effectuée dans le cadre d’'une collaboration
avec l'équipe de Danielle Gulino du laboratoire d’Ingénierie des Macromolécules
de I'Institut de Biologie Structurale de Grenoble (programme Physique et Chimie
du Vivant du CNRS). Les travaux concernant les fragments extracellulaires de
VE-cadhérine humaine impliquent deux autres étudiantes au cours de leur thése,
Stéphanie Bibert et Rana Al-Kurdi.

Des fragments recombinants recouvrant un nombre varié de modules extra-
cellulaires de VE-cadhérine sont capables de s'auto-assembler (voir la Figure 7).
Certains des fragments a deux ou trois modules s'associent sous forme de dime-
res et les fragments a quatre et cinqg modules sous forme d'hexameéres [Bibert
2002, Legrand 2001].

La surexpression des fragments de VE-cadhérine que nous avons utilisés est
faite dans E. Coli. La production de la protéine dans la bactérie rend difficile
I'expression du domaine EC5 qui contient quatre cystéines susceptibles de for-
mer des ponts disulfures. Le principal fragment est donc constitué des domaines
EC1 a EC4 et posséde une étiquette polyhistidine en position C-terminale. Ce
fragment est appelé VE-EC1-4His. D'autres fragments plus courts sont exprimés
de la méme fagon mais ne possedent pas d'étiquette histidine. Nous avons utilisé
les fragments VE-EC1-3, VE-EC3-4 et VE-EC2-4. La VE-cadhérine est purifiée
dans un tampon Tris (40 mM), a pH 8, contentant 100 mM NaCl et 5 mM CaCla.

Comme pour la C-cadhérine, l'association des fragments de VE-cadhérine a
été analysée afin de connaitre le pourcentage de fragments sous formes monomé-
rique et hexamérique a une concentration donnée. Une solution de concentration
en fragments de VE-cadhérine égale a 1 uM contient autant de monomeres que
d'hexameres [Legrand 2001]. Les solutions de fragments de VE-cadhérine que
nous avons utilisées contiennent entre 50% et 80% d'hexameéres.
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La Figure 11 présente de maniere schématique les fragments utilisés au
cours de ce travail de theése. Les caractérisations biologiques et biochimiques de
ces protéines ont été effectuées régulierement pour les fragments de C-cadhérine
a I'U.ILU.C. par S. Sivasankar et I. Jensen, et pour les fragments de VE-
cadhérine a 1'.B.S. par R. Al-Kurdi, S. Bibert et E. Concord. Toutes les expérien-

ces ont été réalisées a température ambiante.

Figure 11 : Fragments utilisés dans cette étude. a) Fragments de C-cadhérine. A gauche, le
fragment C-EC1-5His avec indiqués schématiquement les polysaccharides. A droite, un exemple de
fragment de C-cadhérine lié a un domaine FC, le fragment Fc-C-EC1-4. b) Fragments de VE-
cadhérine. A gauche, le fragment VE-EC1-4His. A droite, les trois fragments étudiés VE-EC1-3, VE-
EC2-4 et VE-EC3-4.

II.2 Monocouches de protéines

Pour étudier les interactions entre des molécules d'adhérence, il nous a sem-
blé nécessaire d'utiliser des techniques expérimentales permettant :

(1) de conserver la protéine dans un état actif;
(2) que la protéine soit accessible pour interagir avec d'autres molécules;

(3) de mimer une paroi cellulaire en orientant les parties extracellulaires de
cadhérine comme si elles étaient ancrées a une membrane;

(4) que les techniques d'études puissent mettre en évidence des changements
de densité et/ou d'épaisseur de la couche de protéine.

L'immobilisation des fragments extracellulaires de cadhérines sur une sur-
face permet de remplir les trois premiéres conditions. La surface sur laquelle
sont immobilisées les cadhérines peut-étre 1'eau ou une surface solide. L'intérét
principal de I'immobilisation est de préserver la protéine dans une solution tam-
pon qui lui permet de conserver son activité biochimique et d'orienter les protéi-
nes par rapport a la surface. C. Dietrich et al. ont montré que la fonction de la
protéine n'était pas affecté par l'immobilisation [Dietrich 1996]. Des molécules
d'intérét comme d'autres fragments de cadhérines ou des ions Ca2* peuvent étre
injectées dans la solution et interagir avec la protéine immobilisée. Ce systéme
ne forme toutefois pas une réplique fidéle de cellule puisqu'il manque la partie
cytoplasmique des cadhérines et la cellule opposée, mais i1l a été utilisé pour
mimer une membrane cellulaire et les interactions avec d'autres protéines
[Barklis 1998, Konovalov 2002].
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Des techniques d'analyse des surfaces traditionnellement employées pour ca-
ractériser les couches minces déposées sur une surface solide peuvent étre utili-
sées pour obtenir des informations sur les couches de protéines déposées a 1'in-
terface air-eau ou sur surface solide. Le microscope a angle de Brewster (BAM)
permet d'obtenir une image de la surface de 1'eau avec une résolution micromé-
trique [Meunier 2000]. Le microscope a force atomique (AFM) permet d'étudier la
structure de la surface d'une monocouche ancrées sur une surface solide avec une
résolution inférieure au nanomeétre [Scheuring 2002]. L'appareil de force surface
(SFA) permet de mesurer les forces d'interaction entre deux monocouches de
protéines ancrées sur surfaces solides [Leckband 1995]. Dans cette étude, nous
avons choisi d'utiliser 1'ellipsométrie et la réflectivité des rayons X pour étudier
les monocouches de protéines a l'interface air-eau, et la résonance des plasmons
de surface pour étudier des monocouches greffées sur surface solide. Ces techni-
ques expérimentales ainsi les méthodes d'analyse développées seront présentées
dans le Chapitre I.

I1.2.1 Elaboration d'une monocouche de protéines

Des méthodes de formation de monocouches de protéines se sont développées
autant a la surface 1'eau que sur surfaces solides. Leur principe commun est de
disposer sur une surface une molécule reconnue spécifiquement par la protéine
et appelée "ligand". Seule cette protéine se fixe sur la surface et 'encombrement
stérique et la disposition des ligands en surface fait que le dépot des protéines
s'arréte a la monocouche (voir la Figure 12). Les couches ainsi formées peuvent
étre amorphes ou cristallisées a deux dimensions. C'est par cette technique que
E. Uzgiris et R. Kornberg ont formé des assemblages cristallins bidimensionnels
et déterminé les premieres structure de monocouches de protéines par microsco-
pie électronique [Uzgiris 1983]. Des techniques de caractérisation et d’étude des
surfaces apportent différents types d'information sur la monocouche selon son
organisation cristalline ou non.

Il existe un grand nombre de ligands qui peuvent étre employer pour former
une monocouche de protéines. L'utilisation de lipides fonctionnalisés pour étre
reconnus par la protéine est trées courante. Le principal avantage des lipides est
qu'ils forment spontanément une monocouche a l'interface air-eau du fait de leur
dualité hydrophile et hydrophobe. La fonctionnalisation des lipides est effectuée
par greffage sur la téte polaire d'une entité chimique pouvant interagir avec la
protéine, le plus souvent au bout d'un bras espaceur hydrophile. Les lipides les
plus utilisés sont ceux fonctionnalisés par un groupement nitrilotriacétate (NTA)
chélatant un ion Ni%* qui pourra interagir avec une histidine de la protéine
[Kubalek 1994, Dietrich 1995, Vénien-Bryan 1997]. La série d'histidines greffées
a certaines protéines recombinantes pour les purifier, appelée étiquette polyhis-
tidine (en anglais, his-tag) est parfaitement adaptée. Au cours de ce travail de
thése, nous avons essentiellement étudié des protéines avec étiquette histidine.
Nous avons fait un essai non concluant avec des lipides maléimides pouvant
former un pont disulfure avec une cystéine de surface d'un fragment de VE-
cadhérine. La forte affinité du couple avidine-biotine peut aussi étre utilisée en
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fixant une molécule de biotine sur la téte polaire des lipides et une avidine ou
une streptavidine sur la protéine d'intérét.

Monocouche lipides Cellule remplie
de tampon

Cadhérines

Figure 12 : Monocouche de protéines ancrées a une monocouche de lipides a la surface de I'eau.

Les protéines injectées sous la monocouche lipidique s'adsorbent aux lipides
pour former spontanément une monocouche, comme indiqué sur la Figure 12.
Nous avons utilisé cette méthode pour élaborer les monocouches de cadhérines.
La monocouche lipidique peut alors étre transférée sur une surface hydrophobe,
par la technique de Langmuir-Blodgett par exemple. Cette technique consiste
simplement a immerger lentement le substrat hydrophobe dans la sous-phase, en
le conservant perpendiculaire a la surface d'eau recouverte de lipides et tout en
maintenant la pression de surface constante par un mouvement de la barriere de
la cuve de Langmuir. Une monocouche de lipides se dépose sur le substrat. Ce
dernier est ensuite maintenu dans une cellule remplie de solution tampon et une
monocouche de protéines peut étre élaborée comme a l'interface air-eau. La sur-
face peut étre rendue hydrophobe par différentes techniques selon le matériau
qui le constitue. Une technique que nous avons utilisée (voir chapitre V) consiste
a déposer sur un substrat de verre une couche mince d'or sur laquelle est ensuite
déposée une monocouche d'alcane-thiol susceptible de former une liaison cova-
lente entre les atomes d'or et de soufre. Le substrat de verre ne présente géné-
ralement pas une planéité assez grande. Une surface de mica peut étre employée
lorsqu'une surface parfaitement plane est nécessaire. Cette technique est em-
ployée par exemple pour les mesures de force de surface [Leckband 1995,
Peanasky 1995]. Dans ce cas, la surface de mica, hydrophile, est placée dans la
solution tampon préalablement a la formation de la monocouche lipidique a la
surface de 1'eau. Des lipides non fonctionnalisés sont déposés sur le substrat
hydrophile en retirant lentement le substrat perpendiculairement a la surface de
I'eau. Cette couche de lipides constitue une surface hydrophobe sur laquelle les
lipides fonctionnalisés sont déposés dans un deuxiéme temps par la technique
présentée ci-dessus.

Les monocouches de protéines déposées sur une surface solide présentent plu-
sieurs avantages sur les monocouches élaborées a la surface de l'eau. L’étude
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sera globalement facilitée par une moindre fragilité des échantillons et la sur-
face d’étude peut étre facilement réduite. Certaines expériences (comme la ré-
flectivité des rayons X) sont facilitées puisque le support peut étre incliné.
L’inconvénient principal est la rugosité des surfaces. T. Calvert et al. ont étudié
le role des surfaces et de leur qualité sur la formation des cristaux bidimension-
nels [Calvert 1997]. Les auteurs ont montré que la rugosité de la surface sur
laquelle croit le cristal bi-dimensionnel nuit a la formation du cristal en rédui-
sant le nombre d'interactions entre les protéines et en augmentant la fraction de
lipides immobiles, ce qui a pour effet de limiter la réorganisation et la cristalli-
sation des protéines liées aux lipides. La surface de mica clivé présente l'avan-
tage d'une rugosité tres faible qui peut égaler la qualité de la surface de 1'eau
[Calvert 1997, Reiter 1993].

Nous ne nous sommes pas directement intéressés dans ce travail de theése a la
cristallisation des cadhérines a la surface de 1l'eau. Au contraire, nous avons
élaboré des monocouches amorphes de cadhérines afin que les protéines soient
libres d'interagir entre elles et que les contacts entre elles ne soient pas unique-
ment dus a l'ordre cristallin. De plus, nous avons cherché a étudier les interac-
tions entre des cadhérines appartenant a la monocouche et d'autres cadhérines
en solution. Or, la compacité des cristaux bidimensionnels est supposée empé-
cher la diffusion de ces molécules et limiter les interactions entre cadhérines. La
cristallisation bidimensionnelle de fragments de VE-cadhérine fait 1'objet du
travail de thése de R. Al-Kurdi qui étudie leur structure par microscopie électro-
nique.

11.2.2 Lipides

Les phospholipides sont des molécules amphiphiles : ils possédent deux chai-
nes aliphatiques hydrophobes qui peuvent étre saturées ou insaturées, et une
téte polaire hydrophile contenant un groupement phosphate. Les lipides que
nous avons utilisés sont synthétiques, mais font partie des lipides présents dans
l'organisme dans les réserves lipidiques ou les membranes [Alberts 1994].

Les lipides peuvent étre partagés en deux catégories : les ligands qui posse-
dent a leur téte polaire un groupement supplémentaire capable de lier une molé-
cule et les autres, appelés ci-dessous diluants. Ces derniers peuvent étre utiles
pour abaisser le nombre de protéines liées a la monocouche de lipides et leur
permettre de se réarranger en faisant une couche de protéines moins dense
[Calvert 1997, Courty 2001]. Des lipides a chaine courte, insaturée ou branchée
peuvent étre utilisés pour rendre fluide une couche de lipides ligands qui ne le
serait pas suffisamment [Courty 2002].

Des amphiphiles déposés a la surface de 1'eau forment spontanément une mo-
nocouche car la tension de surface des amphiphiles est inférieure a celle de 1'eau.
La pression de surface n est définie par n=y-yo ou y0=72,3 mN/m est la tension de
surface de 'eau et 7 celle de I'eau recouverte de la monocouche. La mesure de la
pression de surface se fait par une balance de Wilhelmy, la force mesurée étant
proportionnelle a la tension de surface. Une isotherme de compression est une
mesure a température constante de la pression de surface en fonction de l'aire
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occupée par un lipide. Elle permet de mettre en évidence des changements de
phase de la couche de lipides. L'isotherme de compression de lipides Ni-NTA-
DLGE (Figure 13) montre que ces lipides restent en phase fluide tout au long de
la compression. Juste avant de "s'effondrer" c'est-a-dire de former des agrégats
en surface ("collapse" de la monocouche) a une pression de surface de 30,7 mN/m,
les lipides Ni-NTA-DLGE occupent une aire de 40,1 A2/lipide. Cela correspond a
une masse surfacique de lipides de 3,5 mg/m?2 ©®, en utilisant la masse molaire du
lipide 849,14 g/mol (voir Tableau 2).
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Figure 13 : Isotherme de compression a 21°C des lipides Ni-NTA-DLGE.

Les lipides sont dilués dans du chloroforme. Lors du dépoét, la solution s'étale
a la surface de l'eau et le chloroforme s'évapore laissant les lipides former une
monocouche a l'interface air-eau. Pour élaborer nos échantillons, nous avons
déposé les lipides selon deux protocoles, avec mesure de la pression de surface ou
non. Ces méthodes ont été utilisées par P.-F. Lenne et al. pour réaliser des cris-
taux bidimensionnels de protéines [Lenne 1998, Berge 1998]. Dans les deux cas,
le dépot des lipides est effectué jusqu'a obtenir la saturation de la couche. Prati-
quement, la saturation est atteinte lorsqu'une goutte de solution lipidique reste
plusieurs secondes a la surface de 1'eau. Selon les auteurs, a ce moment, les lipi-
des couvrent totalement la surface de 1'eau et une goutte supplémentaire consti-
tue un réservoir de lipides agissant par la suite pour maintenir la pression de
surface et "réparer" la monocouche en cas de besoin (par exemple, lorsque la
couche est percée pour l'injection des protéines ou si des lipides sont endomma-
gés par les rayons X et/ou se solubilisent en formant des micelles). La tension de

surface d'un tel systéme est réputée constante tant que la goutte réservoir joue
son role [Rieu 1995].

6 Les mg/m2 sont couramment utilisés pour la comparaison des densités surfacique
de masse adsorbée a l'interface air-eau.
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11.2.2.1 Lipides diluants

Les lipides diluants utilisés dans ce travail sont des phospholipides composés
de deux chaines identiques. Les chaines aliphatiques du lipide DTPC sont com-
posées de l'acide gras tridécanoique (soit 13 carbones a liaisons saturées), Figure
14 a). Les chaines aliphatiques des lipides DOPC, DOPE et DOPS sont consti-
tuées par l'acide gras 9-cis-octadecanoic (soit 18 carbones et une insaturation
cis), respectivement Figure 14 b), c) et d).

Les lipides diluants proviennent de Avanti Polar Lipids Inc. (Alabaster,
USA). Ils sont utilisés sans purification supplémentaire.
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Figure 14 : Structures des lipides diluants utilisés dans ce travail a) DTPC, b) DOPC, c) DOPE et
d) DOPS (Avanti Polar Lipids Inc., Alabaster, USA).

11.2.2.2 Lipides ligands

Les deux lipides ligands que nous avons utilisés possédent un groupement
NTA qui chélate un ion Ni2* séparé de la téte polaire par un bras espaceur hy-
drophile. L'ion Ni2* est lié au groupement NTA par quatre liaisons de coordina-
tion [Schmitt 1994]. Les deux sites de coordination libres de 1'ion Ni2* sont sus-
ceptibles d'étre occupés par un donneur d'électron, par exemple 1'imidazole d'une
histidine. Le lipide Ni-NTA-DLGE (Figure 15) posséde un bras espaceur plus
court que le lipide Ni-NTA-DOGS (Figure 16). La longueur du bras espaceur est
un parameétre important pour la mobilité de la protéine au sein de la monocou-
che. Par exemple, un bras espaceur long est plus flexible et permet aux protéines
de s'orienter dans la monocouche. Il pourra ainsi favoriser la formation de cris-
taux bidimensionnels de protéine.
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Les lipides Ni-NTA-DLGE proviennent de Northern Lipids (Vancouver, Cana-
da), et les lipides Ni-NTA-DOGS de Avanti Polar Lipids Inc. (Alabaster, USA).
Ils sont utilisés sans purification supplémentaire. Le lipide Ni-NTA-DLGE est un
lipide dont la chaine aliphatique est formée a partir de deux acides gras saturés
identiques, l'acide dodécanoique. Le lipide Ni-NTA-DOGS posséde deux chaines
aliphatiques identiques composées de l'acide gras 9-cis-octadecenoic. Les lipides
ligands Ni-NTA-DOGS sont livrés saturés en ions nickel. D'aprés Luc Lebeau du
Laboratoire de Chimie Organique Appliquée a Strasbourg, il n'est pas utile
d'ajouter du nickel dans la sous-phase des lipides (communication personnelle).
Cela pourrait au contraire diminuer l'adsorption des protéines en bloquant des
histidines. Nous avons néanmoins travaillé dans certains cas avec un petit exces
de nickel en solution (25 uM).

Ojv )ol\ CO,H
o O\/\O/\/O\/\O H/\/\)\N(CHzcozH)z

6-[9-[2,3-bis(dodecyloxy)propyl] -3,6,9-trioxanonyl-1-oxycarbonyl-amino] -2[di(carboxylmetyl)amino] -
hexanoic acid (nickel salt)

Figure 15 : Structure du lipide NTA-DLGE (représenté sans l'ion Ni2+) (Northern Lipids, Vancou-
ver, Canada).
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1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-[N-(5-amino-1-carboxylpentyl) iminodiacetic acid succinyl] (nickel salt)

Figure 16 : Structure du Ni-NTA-DOGS chélatant un ion Ni2* (Avanti Polar Lipids Inc., Alabaster,
USA)

Tous les lipides en solution sont conservés a —20°C sous argon, dans des fioles
en verre fermées par un bouchon en verre pour éviter toute contamination par la
dissolution des bouchons en plastique par le solvant. Certains mélanges sont
conservés dans des flacons a bouchons recouverts de Teflon®. Les fioles sont
préalablement nettoyées au "piranha" (mélange chauffé pendant 15 a 30 minutes
de HCI:H202:H20 (1:1:1) (v:v:v)). Elles sont ensuite rincées abondamment a 1'eau
ultra-pure puis au chloroforme.

11.2.2.3 Caractéristiques structurales

La chaine aliphatique est formée par un enchainement de liaisons C-C en
"zigzag" trans pour la forme la plus stable. La longueur projetée d'une liaison C-
C est de 0,127 nm en moyenne [Small 1986]. Une chaine saturée rectiligne a 12
atomes de carbone mesure donc 1,53 nm et une chaine saturée rectiligne a 18
atomes de carbone mesure 2,29 nm.
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Lipide Nombre | Longueur Masse Nombre
p de C (nm) (g/mol) | d'électrons
chaine
DOPC aliphatique 18 2,29 568,96 320
téte polaire 1,0 223,21 120
total 3,29 792,16 440
chaine
DOPS aliphatique 18 2,29 568,96 320
téte polaire 0,8 245,10 126
total 3,09 814,06 446
chaine
DOPE aliphatique 18 2,29 568,96 320
téte polaire 0,9 181,13 96
total 3,19 750,08 416
. chaine
Ni-NTA-DLGE aliphatique 12 1,52 370,65 226
téte polaire 1,3 478,49 241
total 2,82 849,14 467
. chaine
Ni-NTA-DOGS aliphatique 18 2,29 568,96 320
téte polaire ~1,5 487,04 250
total 3,8 1056,00 570

Tableau 2 : Caractéristiques des lipides et longueurs obtenues d'aprés [Small 1986].

Un calcul de structures de lipides nous a permis d'évaluer la longueur des té-
tes polaires (utilisation d'un algorithme de calcul MM2, Molecular Mechanics,
[Allinger 1977]). Le Tableau 2 reporte les valeurs calculées pour les lipides utili-
sés. Pour les lipides Ni-NTA-DLGE, ce calcul estime a 1,52 nm les chaines ali-
phatiques en configuration étirée, et a 1,3 nm l'ensemble formé par la téte po-
laire, le bras espaceur et le groupement NTA, soit un total de 3,0 nm pour le
lipide. S. Sivasankar a déterminé l'épaisseur d'une monocouche de lipides Ni-
NTA-DLGE déposée sur surface solide a 2,7 nm lors des mesures de force de
surface [Sivasankar2001a] indiquant que dans ce cas, les lipides de la monocou-
che ne sont pas étirés et perpendiculaires a la surface mais inclinés.

11.2.3 Concentration en calcium des solutions

Les interactions entre cadhérines étant dépendantes du calcium, il est indis-
pensable de contréler la concentration en calcium de la solution de travail pour
analyser les interactions qui peuvent avoir lieu entre les fragments de cadhéri-
nes : interactions cis, trans ou absence d'interaction. En variant la concentration
environnante en calcium, il est théoriquement possible de maitriser les interac-
tions entre les fragments.

Les fragments de cadhérine sont ancrés a la monocouche de lipides par une
liaison de coordination entre l'ion nickel d'un lipide et 1'étiquette polyhistidine
du fragment. Idéalement, les fragments seraient orientés perpendiculairement a
la monocouche, comme l'indique la Figure 17.
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b)

Figure 17 : Représentation schématique de couches de fragments extracellulaires de cadhérine
ancrés a une monocouche de lipides. Les figures de gauche indiquent les états initiaux hypothéti-
ques ou a) les fragments sont soit sous forme de monomeres, soit interagissant latéralement et b)
les fragments forment des complexes antiparalléles. Les figures de droite indiquent I'évolution pré-
vue des couches des fragments aprés un appauvrissement de la sous-phase en calcium.

Si l'interaction entre fragments de cadhérine est déstabilisée, il est a priori
possible de distinguer les complexes cis des complexes trans. En effet, si les
fragments qui sont ancrés aux lipides interagissent de maniere paralléle ou sont
sous forme monomérique, aucune désorption ne devrait suivre l'appauvrissement
de la sous-phase en calcium car tous les fragments sont liés aux lipides (Figure
17 a). En revanche, si les fragments de cadhérine interagissent de maniére anti-
parallele, un appauvrissement de la sous-phase en calcium doit engendrer la
désorption de la fraction de fragments impliqués dans les complexes trans et non
liés aux lipides (Figure 17 b). Le taux de désorption devrait donc correspondre a
la proportion de fragments de cadhérine impliqués dans des complexes cis et
trans. Cependant, un appauvrissement trop fort de la concentration en calcium
est également susceptible de dénaturer la protéine. De plus, apres déstabilisa-
tion d'un complexe trans, il est possible que la protéine se ré-accroche a la mono-
couche lipidique apres avoir tourné de 180°.

Nous disposons de deux méthodes pour appauvrir la solution en ions calcium
(1) diluer la solution tampon avec une solution identique mais ne contenant pas
ou peu de calcium; (2) ajouter dans la solution une molécule capable d'entrer en
compétition avec les cadhérines vis-a-vis des ions calcium.

Deux agents chélatant d'ions divalents ont été utilisés pour supprimer les in-
teractions dépendantes du calcium entre les cadhérines, I'EGTA? et 1'EDTAS,

7TEGTA : 2,2'-Ethylenedioxybis[ethyliminodi(acetic acid)], C14H24010No2.
8 EDTA : Ethylenediamine-NNN'N'-tetra-acetic acid, Ci10H160sNo.
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Cependant, ces molécules sont capables de se lier a tous les ions divalents, donc
aussl aux ions Ni2*. Elles peuvent ainsi déstabiliser la liaison histidine-nickel et
entrainer un détachement des fragments de la monocouche.

En solution, les agents EGTA ou EDTA ainsi que le groupement NTA peuvent
exister sous différents états de protonation selon le pH. A pH faible, 1'état majo-
ritaire de ces molécules est protoné quatre fois, on le notera HiL. Les formes
protonées trois fois (HsL-), deux fois (H:L?"), une fois (HL3-)et non protonée (L*)
se succedent lorsque le pH augmente. A pH tres élevé, seule la forme non proto-
née L existe en solution et on définit la constante d'association K.(L-M) ou M est
un métal (ion divalent) de la réaction L + M < L-M par :

_[L-M]

K. (L-M :
( : [M][L]

Les valeurs de Ku(L-M) sont tabulées pour les réactions entre 'EGTA ou
I'EDTA et 1'ion Ca2* ou Ni2* (Tableau 3). A un pH quelconque, plusieurs formes
protonées peuvent étre présentes et il est nécessaire de définir une constante
d'association apparente qui tient compte des constantes d'association des réac-
tions mettant en jeu l'ion et les formes protonées de l'agent EGTA ou EDTA ou
du groupement NTA. Il est possible de calculer les constantes de dissociation
apparentes Kpaepp? pour les interactions de 'EGTA avec 1l'ion Ca2* et l'ion Ni2*
dans une gamme de pH compris entre 4 et 9, ainsi que la constante de dissocia-
tion apparente pour l'interaction entre le groupement NTA et l'ion Ni2* (voir
Tableau 4). L'affinité de 'EGTA pour le nickel est environ 400 fois plus impor-
tante que son affinité pour le calcium, et les affinités pour 1'ion Ni?* du groupe-
ment NTA et de 1'agent EGTA sont équivalentes. Enfin, 1'affinité du groupement
NTA pour l'ion calcium est négligeable [Schmitt 2000].

I1 se pourrait donc que 'EGTA injecté en solution se lie préférentiellement
aux ions nickel et déstabilise les liaisons entre lipides et protéines, en n'ayant
pas d'effet sur les interactions entre fragments de cadhérine. Cependant, les
affinités pour 1'ion Ni2* du groupement NTA et de 'EGTA sont trés proches et le
NTA n’interagit pas avec le calcium (voir Tableau 4). Pour décrocher un frag-
ment de cadhérine d’un lipide, ’EGTA entre donc en compétition avec le grou-
pement NTA pour I'ion nickel.

Cependant, I'ion nickel étant complexé a la fois par le lipide et par la pro-
téine, la constante de dissociation du nickel devrait étre évaluée en tenant
compte de ces deux interactions. De plus, les constantes de dissociation ou d'as-
sociation présentées ici sont mesurées en solution, elles sont a priori différentes
des constantes de dissociation ou d'association entre molécules immobilisées sur
une surface.

En conclusion, les interactions entre les agents chélatant, les ions et les cad-
hérines possédant une étiquette polyhistidine sont complexes. Il est par consé-
quent difficile d'évaluer la concentration en Ca?* en solution apreés ajout dEGTA
sous une monocouche de cadhérine liée aux lipides par une interaction entre

9 c’est-a-dire 1'inverse de la constante d'association apparente.
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histidine et ion Ni2+.

Nous indiquerons donc uniquement la concentration en

agent chélatant ajouté en solution, sans calcul de la concentration en calcium

équivalente.
Ni2+ Ca2+
EGTA 10136 (1) 10109 (1)
EDTA 1010.7 (2) 1018.6 (3)
histidine 1055 (4) -
NTA 108.7 -

Tableau 3 : Constantes d’association de la réaction L + M & L-M ou L est I'agent chélatant
EGTA ou EDTA et M I'ion Ni?" ou Ca®". Conditions : (1) 25°C, force ionique=0,1 (KNO3), (2) 25°C,
force ionique=0,1 (NaCLOQO4), (3) 20°C, force ionique=0,1 (KNO3) [Handbook Chemistry]; (4) [Dorn
1998].

Ni2+ Ca2+
EGTA 376 nM 1 nM
NTA 2 nM -

Tableau 4 : Constantes de dissociation apparente des réactions entre 'EGTA et les ions Ni?* ou
ca* (conditions : 0,1 M KCI a pH 7.0 et 20°C) et entre le groupement NTA et I'ion Ni* [Sivasan-
kar2001a].

11.2.4 Cellules-échantillons

Les cellules échantillon doivent étre adaptées a la technique de mesure expé-
rimentale. Nous nous intéressons ici principalement aux cuves utilisées pour les
expériences d'ellipsométrie et de réflectivité des rayons X et détaillerons l'appa-
reillage de résonance des plasmons de surface dans le Chapitre V.

Les cuves utilisées pour élaborer les couches de protéines sont toutes en poly-
tétrafluoroéthylene ou Teflon®. Cette matiere posseéde l'avantage d'avoir une
tres faible tension de surface. La quantité de protéines perdues sur les parois est
par conséquent négligeable. En revanche, la dimension du ménisque de la sur-
face de I'eau impose une surface d'eau minimale. Les dimensions de cuves sont
choisies de maniére a ce que la surface de l'eau horizontale soit suffisamment
grande pour permettre la mesure. Cette surface utile dépend de la technique
expérimentale. La taille de la cuve doit alors étre supérieure de 10 mm environ
tout autour de la surface utile. La profondeur des cuves est de 3 mm, ce qui
correspond a la hauteur d'une goutte d'eau déposée sur du Teflon.

Pour la réflectivité des rayons X, il est nécessaire d'avoir une grande surface
dans la direction du faisceau car nous travaillons en incidence rasante. L'em-
preinte du faisceau est trés grande aux petits angles (voir la section II1.3.1.3,
chapitre suivant). La cuve est un rectangle de 80 mm dans la direction du fais-
ceau et 60 mm dans la direction transverse. Pour 1'ellipsométrie, la cuve est
circulaire de diameétre 30 mm, ce qui laisse une surface utile d'environ 10 mm de
diameétre au centre de la cellule.

Les cuves en Teflon sont lavées réguliéerement au "piranha" (voir p. 25). Entre
deux expériences consécutives sur la méme protéine, il peut étre suffisant de
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laver la cuve a l'eau, a 1'éthanol, puis de l'essuyer avec un papier Whattman
imbibé de chloroforme.

Deux méthodes d’injection des protéines sont possibles : soit par percage de la
monocouche de lipides a l'aide d'une micro-seringue Hamilton, soit par injection
dans la sous-phase via une vanne trois voies et des tubes capillaires en Teflon
connectés a des trous percés dans les parois de la cuve. La méthode du percgage
est indispensable pour I'injection de faibles volumes de protéines (en-dessous de
50ul) a cause du volume mort de la vanne trois voies (100 ul). Dans les deux cas,
apreés l'injection des protéines, la sous-phase est mise en circulation par une
pompe péristaltique pendant 30 minutes pour homogénéisation.

II.3 Conclusion

Nous avons décrit 1'adhérence cellulaire et le réle particulier des cadhérines
dans la formation des jonctions adhérentes. Nous avons également vu que la
formation d'une monocouche de fragments extracellulaires de cadhérine ancrés a
une monocouche lipidique permet de les rassembler et de disposer d'un grand
nombre de cadhérines orientées d'une maniéere similaire a leur orientation a la
surface d'une cellule. Pour apporter des informations sur les interactions entre
domaines extracellulaires de cadhérine, nous nous proposons d'étudier les inte-
ractions entre les fragments de cadhérine formant la monocouche et des frag-
ments en solution. Pour ce faire, nous avons utilisé des techniques d'analyse de
surface : l'ellipsométrie, la réflectivité des rayons X et la résonance des plasmons
de surface. Diverses raisons ont guidé ce choix :

e l'ellipsométrie permet de suivre 1'évolution des couches a la surface de
I'eau, en temps réel et en terme de masse moyenne de protéines en surface;

e la réflectivité des rayons X apporte des informations structurales sur les
couches dans une direction normale a la surface;

e la résonance des plasmons de surface permet d'étudier les couches dépo-
sées sur surfaces solides et d'évaluer 1'évolution de la quantité de masse dé-
posée en surface.

Ces techniques, ainsi que les méthodes d'analyse des données expérimentales
d'ellipsométrie et de réflectivité des rayons X, sont présentées dans le Chapitre
I. Les résultats obtenus par ces mesures seront présentés dans le Chapitre IV.
L'étude de la résonance des plasmons de surface fera 1'objet du Chapitre V.
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Le Tableau 5 récapitule les noms des principales molécules utilisées dans ce

travail.

C-cadhérine

C-EC1-5His
Fc-EC1-3

VE-cadhérine

VE-EC1-4His
VE-EC1-3
VE-EC2-4
VE-EC3-4

Lipides ligands

Ni-NTA-DLGE
Ni-NTA-DOGS

Lipides diluants

DOPC
DOPE
DOPS
DTPC

Molécules utili-
sées pour les
études complé-
mentaires

HupR
Ni-NTA-BB
Avidine
Biotine
Pyrrole
Chitosane
ADNdb

Tableau 5 : Molécules utilisées dans ce travail






Chapitre III Présentation des expériences

Pour étudier les monocouches de cadhérines formées a l'interface air-eau,
nous avons utilisé l'ellipsométrie et la réflectivité des rayons X en incidence
rasante. Paralléelement, un appareil de mesure de résonance des plasmons de
surface a été développé pour I’étude de couches de molécules d'intérét biologiques
déposées sur surfaces solides. Ces trois expériences peuvent étre décrites par un
formalisme commun. Ce sont en effet toutes les trois des mesures spéculaires!®
qui apportent une information dans un axe normal a la surface et moyennée dans
le plan de la monocouche. Nous distinguons ces techniques selon le type
d’information et la résolution spatiale obtenus aprés analyse. Dans le cas des
techniques d'ellipsométrie et de résonance des plasmons de surface, la mesure
donne accés a une densité surfacique moyenne de la monocouche. Par la techni-
que de réflectivité des rayons X, la mesure donne acces a la variation de la densi-
té électronique volumique le long d'un axe perpendiculaire a la surface de la
monocouche.

Dans ce chapitre, nous présentons d'abord le formalisme décrivant 1l'interac-
tion d'une onde électromagnétique avec la matiere, suivi d'un développement
particulier a chaque technique. Nous y détaillons les processus physiques en-
trant en jeu et les grandeurs mesurées. Puis, nous indiquons comment elles sont
mesurées et quels parametres sont déterminés. Nous discutons enfin de la préci-
sion qui peut étre obtenue par ces mesures.

III.1 Equations communes

Cette section présente un formalisme commun de description de l'interaction
d'une onde électromagnétique avec la matiere. L’objectif est de mettre en paral-
lele les propriétés de la matiére et les interactions matiére-rayonnement corres-
pondantes pour les trois techniques et de mettre ainsi en évidence les différences
entre rayons X et lumiere visible. Le principe de ces techniques est trés simple :
un faisceau de lumiére X ou visible est dirigé sur la surface avec un angle
d’'incidence donné. Un détecteur récolte le faisceau réfléchi dans la direction
spéculaire. Les propriétés du faisceau réfléchi sont liées a celles du faisceau
incident et a celle de I’échantillon : longueur d’onde, angle d’incidence et polari-

10 ¢c'est-a-dire que 'angle réfléchi est égal a 1'angle d'incidence

33
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sation du faisceau, distribution de densité de matiére dans l'axe normal a la
surface.

Suite aux travaux fondateurs de A. Fresnel, de nombreux auteurs ont décrit
I'interaction entre un champ électromagnétique et une surface [voir par exemple
Born Wolf 1985]. L.-G. Parratt a décrit en particulier la réflectivité des rayons X
[Parratt 1954]. J. Als-Nielsen a largement présenté l'utilisation des rayons X en
incidence rasante pour I'étude de couches de molécules d’intérét biologique [Als-
Nielsen 1991], puis l'intérét du rayonnement synchrotron pour ces études [Als-
Nielsen 1994]. Plus récemment, D. Vaknin a fait un état des lieux des techniques
de diffraction X spécialement utilisées pour ’étude des surfaces liquides [Vaknin
2001] M. Loésche [Losche 2002] décrit plus particulierement l'utilisation des
rayons X et des neutrons pour I'étude des membranes modeles de lipides et des
interactions lipides-protéines. L’ellipsométrie a été discutée par R. Azzam et N.
Bassara [Azzam 1977].

II1.1.1 Description par les matrices d'Abéles

Nous nous sommes intéressées a la description de W. Hansen [Hansen 1968]
qui explicite le champ électromagnétique aprés réflexion sur un nombre quel-
conque d'interfaces successives supposées infinies et planes (sans rugosités aux
interfaces). Ce travail nous a permis d’écrire un programme qui calcule le champ
électromagnétique résultant a la surface.

W. Hansen utilise la représentation matricielle d’Abélés pour décrire un sys-
téme composé de N couches dont les deux extrémes sont semi-infinies [Abéles
1950]. Un tel systeme est appelé systéme a N phases. Chaque phase d'épaisseur h
est caractérisée par trois parametres suffisant a caractériser le matériau : sa
constante diélectrique ou permittivité & sa conductivité o et sa perméabilité
magnétique u. Ces constantes dépendent de la longueur d’onde dans le vide A du
faisceau incident et nous ameéneront a séparer par la suite la réflectivité des
rayons X de l’ellipsométrie et de la création des plasmons de surface impliquant
la lumieére visible. Les matériaux que nous étudions nous permettent de négliger
leur perméabilité magnétique, soit u=1. Dans nos modeles, la premiere couche
est le milieu ambiant (air, verre) et la Nieme Je substrat (eau); les N-2 couches
intermédiaires sont constituées de protéines, lipides, alcanes-thiol, métal selon
les cas. Pour reprendre les notations de W. Hansen, nous définissons pour cha-
que couche j une constante diélectrique complexe €;:

4no ;| ) . 2w
,ou o est la fréquence angulaire @ :T.

€,=€; %1 o

L’indice optique complexe ﬁj est relié a ces quantités par 17].2 =,ul.é/., ou ici
simplement ﬁjz =¢£,. La partie réelle de cet indice complexe est I'indice de réfrac-
tion habituel nj, sa partie imaginaire est le coefficient d’extinction k ;. Un sys-

téme stratifié est par conséquent défini par un ensemble de triplets (g, o, h); ou
(n, x, h); correspondant aux couches qui le composent.
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Plan d’incidence (x,z)

Phase 1

Phase 2

79 + Phase N
Ny

Figure 18 : Schéma représentant l'interaction d’une onde électromagnétique incidente sur un
systéme stratifié (ici a trois phases seulement) selon sa polarisation p ou s. A chaque interface, une
partie du faisceau incident est transmis dans la couche inférieure (+), une autre réfléchie (-). Défini-
tion du repére (xyz): (x,y) plan des interfaces, (x,z) plan d’incidence et z est la direction normale aux
interfaces.

Considérons un systeme stratifié sur lequel se réfléchit une onde électroma-
gnétique plane faisant un angle d'incidence 6; par rapport a la normale a la sur-
face (voir Figure 18). A chaque interface, une partie de 1'onde est réfléchie, 1'au-
tre est transmise. Le champ électrique E en un point r de l'espace et au temps t
s'écrit :

E(r,t) = ZEa g/ Kar=e) ou o désigne le sens de propagation de

o l'onde (+ sens incident, - sens réfléchi), k, le
vecteur d'onde et ® la pulsation de 1'onde.

Le vecteur E, décrit la polarisation!! de l'onde. Pour la polarisation perpendi-
culaire au plan d’incidence dite Transverse Electrique TE ou s :

Ei=Eyuy ou Ey, est I'amplitude de la composante du
champ électromagnétique selon y. Dans ce
cas, le champ magnétique H est dans le
plan (x,z).

Pour la polarisation parallele au plan d’incidence appelée Transverse Magné-
tiqgue TM ou p

Eo= Exg X + Ezq 2 ou Ex, et E., sont les amplitudes des compo-
santes selon x et z du champ électromagné-
tique. Le champ magnétique est alors dirigé
selon y.

11 Voir la définition en Annexe 3.
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Les coefficients de réflexion du systéeme sont définis par le rapport des ampli-
tudes de composantes tangentielles du champ électromagnétique incident (+) et
réfléchi sur le systeme (-) pour chaque polarisation:

r, = polarisation s,

x—

et r, = polarisation p.

X+
Expérimentalement, nous avons accés a l'intensité réfléchie qui est fonction
des carrés de ces coefficients. Pour comparer expérience et théorie, il est néces-
saire d'exprimer le champ réfléchi par le systéme entier en fonction des parame-
tres des N couches pour calculer rs et rp.

Toutes les couches, sauf la premiére et la derniére, sont représentées par des
matrices de passage M;, 1<j<N, qui relient entre elles les amplitudes des compo-
santes tangentielles du champ électromagnétique a l'interface entre les phases j
et j+1. Les amplitudes U; et V; des composantes tangentielles du champ résul-
tant a la premiére interface (soit air-eau ou verre-métal pour nous) sont reliées a
celles Un.1 et Vn.; du champ résultant a la derniére interface (couche-substrat)
par la relation :

U, Nl Uy, , ,
= HM/‘ Equation 1.
4 =2 =

Nous notons {m11, mi2, ma1, maz2} les éléments de la matrice résultante M défi-
nie par le produit des matrices de passage M;:

Ve N-1 M]_ :(mll nmy, J

=2 mpy, My

Dans le cas d’'une onde polarisée s, les composantes tangentielles du champ
électromagnétique sont E, et H., soit Ui=E,; et Vi=H.i avec 1i=1 ou N-1. La conti-

nuité de ces composantes du champ électromagnétique a l'interface conduit a la
définition des matrices de passage M; pour la polarisation s:

i .
cos 3, ——sin f3, . g, 27
M, = p ou p, = /;cos@_i et BB, :7’1] cos0 h,
J

j
—ip,sin 3, cos 3,

Si I'onde est polarisée p, les composantes tangentielles sont E. et H,, soit
Ui=H,i et Vi=E.; avec i=1 ou N-1. Les matrices M; s’écrivent pour la polarisation p

I .
cos 3, ——sin §3, . U,
M, = ‘ q, ou q; = g—cosej
—iq,sin 3, cos 3, J

Il est ainsi possible d’évaluer a chaque interface le champ électromagnétique
selon sa polarisation et de calculer les coefficients rs et rp.



37

En développant l’Equation 1 et en wutilisant I'équation de Maxwell
1 0B

VXE =———/ il est possible d'obtenir une expression générale coefficients de
c

réflexion rs et rp en fonction des éléments de la matrice résultante M :

.= (my, +my,py) - py—(my +mypy)
’ (my +mypy)py+(my +my,py)

- (my, +m,qy)-q,—(my +myq,,)
g (my, +my,qy)-q, +(my +myq,y,)

En conclusion, les coefficients de réflexion de l'onde électromagnétique sur un
systeme stratifié dépendent uniquement de l'angle d'incidence de l'onde et des
parametres du systéme que sont la constante diélectrique complexe et 1'épaisseur
de chaque couche, c’est-a-dire les triplets (g, o, d); ou (n, k, d);. Or, la constante
diélectrique dépend de maniere générale de la densité électronique dans le maté-
riau. Par conséquent, une mesure de l'intensité du champ électromagnétique
réfléchi sur un systeme contient l'information sur la distribution spatiale selon
l'axe z des densités électronique des matériaux qui le composent, les couches du
systeme étant supposées homogeénes dans le plan (x,y). A partir des équations
que nous venons de présenter, nous avons écrit un programme qui permet de

Equation 2 : polarisation s,

Equation 3 : polarisation p.

modéliser les grandeurs mesurées ou obtenues par l'expérience. Ce programme
calcule le produit matriciel M = M2 Ms...Mn.; puis les coefficients de réflexion rs
et rp, en fonction des paramétres des N couches du systéme a modéliser. Nous
présenterons dans la section suivante les particularités des techniques que nous
avons utilisées et les relations entre les coefficients rs et r, et les grandeurs pro-
pres a chaque expérience. Il existe d'autres descriptions matricielles de 1'interac-
tion d'une onde électromagnétique sur un systéme stratifiée, comme celle décrite
par A. Gibaud [Gibaud 1999].

I11.1.2 Expressions développées exactes des coefficients rs et rp

Une expression exacte des coefficients r, et rs peut étre calculée pour quel-
ques systémes simples. Dans le cas d'une interface unique, le calcul conduit aux
relations de Fresnel pour les polarisations s et p :

_ nycos6, —n, cosb, ot F = £,n, cosO, — & n, cosb,
P

s T~ ~ A~ A~ .
n, cosO, +n, coso, £,n,cosO, + & n, cosb,

Des expressions décrivant un systéme a deux ou trois interfaces c’est-a-dire

composé d'une ou deux couche(s) mince(s) déposée(s) sur un substrat semi-infini
peuvent aussi étre dérivées [Gibaud 1999].

III.1.3 La rugosité

Une interface réelle n'est pas parfaitement plane. La rugosité d'une surface
cristalline est statique et due a des marches entre les plans cristallins ou a des
impuretés. La rugosité d'une surface libre de liquide est due aux fluctuations
thermiques. Elle peut étre décrite comme composée d'une rugosité locale égale a
la taille de la molécule composant le liquide et d'une rugosité due aux ondes
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capillaires. Les ondes capillaires sont des ondes de surfaces excitées thermique-
ment et dont le spectre est déterminé par la gravité et la tension de surface du
liquide [Braslau 1988]. Compte tenu des longueurs d'onde utilisées comparé au
spectre des ondes capillaires, nous prenons en compte la rugosité dans la des-
cription de la réflectivité X, mais nous la négligerons dans les descriptions de
l'ellipsométrie et de la résonance des plasmons de surface. Dans le cas de l'inte-
raction rayons X-matiere, il est nécessaire d'entrer en détails dans la description
de la diffusion pour tenir compte de la rugosité [Braslau 1988]. A. Gibaud décrit
une méthode permettant d'intégrer directement la rugosité dans les éléments de
matrice décrits précédemment [Gibaud 1999].

Il est possible d'intégrer la rugosité d'une interface dans le formalisme que
nous venons de décrire. Une vue simplifiée consiste a remplacer la rugosité par
une couche équivalente supplémentaire entre les deux milieux [Azzam 1977].
L'épaisseur de la couche correspond a l'épaisseur caractéristique de la rugosité.
Un indice de réfraction complexe effectif est attribué a cette couche intermé-
diaire. Il peut étre exprimé en fonction des fractions volumiques des deux mi-
lieux et de leur indice de réfraction respectif. Plusieurs théories décrivent cette
fonction selon la maniere dont sont mélangés les deux constituants. Ainsi, la
théorie de Maxwell Garnet considére une distribution aléatoire de particules
sphériques déposées sur la surface et dont l'indice de réfraction effectif est cal-
culé a partir des indices du milieu ambiant et du substrat [Maxwell Garnet 1904,
Azzam 1977]. Cette approche permet de prendre en compte la rugosité dans le
cas de l'ellipsométrie ou de la résonance des plasmons de surface.

I11.1.4 Une autre description des coefficients de réflexion

La description matricielle de 1'interaction des rayons X avec le systéme strati-
fié n'en donne pas une bonne image physique. Une approche cinématique plus
élégante a été largement décrite (par exemple [Als-Nielsen 1991]). Dans cette
description, la réflectivité est la transformée de Fourier de la fonction d'autocor-
rélation de la dérivée du profil de densité électronique. Les ondes réfléchies aux
interfaces interférent résultant en des oscillations d'amplitude reliée a la diffé-
rence de densité électronique des matériaux, et de période liée a 1'épaisseur de

couche par la relation de Bragg se réduisant a d =—. La rugosité de l'interface
q.

engendre une atténuation de l'intensité réfléchie a la maniére d'un facteur de
Debye-Waller exp(-q-202).

I. Parratt a calculé la réflectivité d'un systéme composé de N couches par ré-
currence [Parratt 1954]. Le coefficient de réflexion entre la derniére couche et le
substrat est égal a 0, puis les coefficients de réflexion entre deux couches consé-
cutives s'expriment en fonction de celui de l'interface inférieure. L'avantage de
ce calcul est qu'il permet de tenir compte de la rugosité des interfaces. Les N
couches sont supposées homogénes. La formule de récurrence pour le coefficient
de réflexion pour la polarisation s entre les couches n-1 et n s'écrit :
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2
kjkjoi,;

R +r. . .-e 2

_ 2 Jsjtl J=LJ
R ;=aj, 2
’ _kjkjoho s
. . 2
I+ R, o 1i,0e
N kzjfl _kzj . e 0
ou :ﬁ sont les coefficients de Fresnel pour l'interface entre les
’ 4k
zj-1 zj

couches j et j-1,

k:j est la composante selon z du vecteur de diffusion dans le milieu j,

a,= e est le facteur de déphasage apporté par la couche j d'épaisseur dj,

et 0j.1,; est la rugosité de l'interface entre les couches j et j-1.

La réflectivité résultante sur le systéeme est égale au module carré du coeffi-
cient Ry ;. Cet algorithme est utilisé par le programme RefX de R. Ober [Bardon
1999] que nous présenterons plus loin de ce chapitre.

II1.2 Programmes d'analyse des données

Nous avons écrit des programmes de calcul de courbes théoriques décrivant
les expériences que nous avons faites : réflectivité X, ellipsométrie et SPR. Ils
ont été écrits sous forme de "macros" exécutées par le logiciel Igor (Igor Pro,
Wavemetrics, Inc.).

Un programme général, que nous avons appelé "Fresnel", s'appuyant sur le
travail de W. Hansen, permet de modéliser les trois expériences pour un nombre
quelconque de couches. Dans ce travail, il est utilisé pour modéliser les courbes
d’ellipsométrie et de résonance des plasmons de surface et les comparer aux
courbes expérimentales. A 1'heure de 1'écriture de ce manuscrit, il ne réalise pas
d'ajustement automatique des parameétres pour trouver la courbe théorique la
plus proche des données expérimentales. Bien qu’il soit parfaitement capable de
décrire également les courbes de réflectivité X, nous avons choisi deux autres
programmes pour les analyser. Ce sont le logiciel "Parratt32" du Hahn-Meitner-
Institut (H.M.I.) de Berlin [Parratt32] et un programme, que nous nommerons
"RefX" dans ce manuscrit, écrit par Raymond Ober du laboratoire Physique de la
Matiére Condensée du College de France [Bardon 1999]. Les raisons de ces choix
sont que notre calcul ne prend pas en compte la rugosité des interfaces. C’est une
bonne approximation pour l'interaction de la lumiére visible avec la matiere,
mais pas dans le cas des rayons X pour lesquels la dimension caractéristique de
la rugosité est comparable a la longueur d'onde. De plus, ces deux autres pro-
grammes minimisent numériquement I’écart entre la courbe théorique et la
courbe expérimentale, ce que notre programme ne cherche pas a faire.

Un second programme de modélisation des expériences d'ellipsométrie a été
écrit d'apres H. Tompkins [Tompkins 1993] et F. McCrackin [McCrackin 1969].
H. Tompkins propose un programme qui calcule des trajectoires de y et A, c'est-
a-dire des courbes paramétriques de y et A en fonction de 1'épaisseur d'une cou-
che, tous les indices étant connus. Nous l'avons adapté pour calculer les varia-
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tions de y et A en fonction de l'angle d'incidence du faisceau ou de la longueur
d'onde, en laissant a l'utilisateur la possibilité de faire varier les valeurs des
indices et des épaisseurs des couches. Ce programme peut modéliser jusqu'a trois
couches déposées sur un substrat.

Des courbes théoriques de résonance des plasmons de surface ont été calcu-
lées par un programme fondé sur celui présenté par R. Corn et utilisant les
équations de W. Hansen [Corn 2002]. Il calcule le coefficient de réflexion de la
lumiére polarisée p sur un systéme a 4 phases (verre, métal, couche mince, air ou
eau).

I11.2.1 Programme Parratt32

Ce programme a été écrit par Christian Braun du H.M.I. et peut étre trouvé
sur le site Internet de l'institut [Parratt32]. Le calcul de la réflectivité est effec-
tué a partir de la description dynamique de L.G. Parratt [Parratt1954]. Chaque
couche est décrite par quatre parametres : épaisseur, densité électronique reliée
a la partie réelle de l'indice de réfraction complexe, partie imaginaire liée a 1'ad-
sorption, rugosité de l'interface. Les rugosités aux interfaces sont prises en
compte dans les coefficients de Fresnel selon l'approche de L. Névot et P. Croce
[Névot 1980]. Le profil de densité électronique correspondant aux couches est
calculé en incluant les rugosités par une fonction erreur gaussienne. La rugosité
des interfaces est décrite par une gaussienne dont la largeur a mi-hauteur est la
rugosité moyenne. Les parameétres des couches sont variés pour ajuster la courbe
calculée a la courbe expérimentale selon un algorithme de minimisation (mé-
thode de Newton-Raphson simplifiée a une dimension). Ce programme est utilisé
avec succes pour décrire les courbes de réflectivité des rayons X mesurées sur les
monocouches de lipides seuls. Son avantage principal est que les couches du
profil de densité électronique correspondent aux entités chimiques du systéme
étudié.

I11.2.2 Programme RefX de R. Ober

Ce programme calcule par récurrence la réflectivité d'un systéme stratifié en
utilisant les formules de Fresnel généralisées [Parratt 1954]. Contrairement a
Parratt32, des couches minces de largeur identique décrivent le systéme par des
strates. La largeur des couches n'est pas ajustée par ce programme et peut étre
choisie proche de la résolution expérimentale définie par la relation R=r/qmax, o
R est la résolution et gmax le vecteur de diffusion maximal atteint lors de l'expé-
rience. La densité électronique, 1'absorption et la rugosité de chaque couche peu-
vent étre ajustées pour obtenir une courbe de réflectivité proche de la mesure.
Nous avons toujours fixé la rugosité a 0 et négligé 1'absorption pour ne pas aug-
menter le nombre de parameétres d'ajustement. Ce programme permet donc d'ob-
tenir des profils de densité électronique quasi-continu décrivant les couches lipo-
protéiques. Une description de ce programme peut étre trouvée dans [Bardon
1999].
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I111.2.3 Conclusion

Les courbes calculées présentées dans ce travail proviennent pour 1'ellipsomé-
trie et pour la résonance des plasmons de surface du programme général Fresnel
et pour la réflectivité des programmes Parratt32 ou RefX selon la complexité du
systeme a analyser. Dans les profils de densité électronique présentés, l'origine
des distances correspond a l'interface entre l'air et la premiere couche (eau ou
lipides). Les distances ou profondeurs sont ensuite comptées positivement en
direction du substrat.

II1.3 Descriptions des techniques expérimentales

Pour que chacune de nos expériences puisse étre décrite par les équations dé-
crites dans la section précédente, il est nécessaire de définir les constantes dié-
lectriques complexes € des matériaux en fonction de la longueur d’onde de 1'onde
électromagnétique incidente. D'autre part, il est nécessaire de relier aux équa-
tions générales la grandeur mesurée qui est une fonction de l'intensité réfléchie
et de la polarisation de l'onde incidente.

La constante diélectrique complexe €(@)!%2 d'un matériau caractérise la ré-

ponse du matériau a l'excitation produite par un champ électromagnétique envi-
ronnant. Elle varie fortement en fonction de la fréquence de l'excitation. La
Figure 126 de 1'Annexe 3 présente l'exemple des variations des parties réelle et
imaginaire de l'indice de réfraction complexe de 1'eau en fonction de la fréquence
de l'onde électromagnétique incidente : n(w)=n(w)+ix(w) :(é(a)))z. Dans le visi-
ble, les variations de l'indice de réfraction complexe de 1'eau sont limitées : 1'ab-
sorption est tres faible et l'indice de réfraction est constant, égal a 1,33. Aux
longueurs d'onde des rayons X, l'indice de réfraction est trés légerement infé-
rieur a 1 et 'absorption est faible. En premiére approximation, la partie réelle de
la constante diélectrique ou de 1l'indice de réfraction complexe dépend seulement
de la densité électronique du matériau et sa partie imaginaire de 1'absorption du
matériau. Dans les sections suivantes, nous explicitons les indices de réfraction
complexes en fonction de la densité et de 1'absorption du matériau et de la lon-
gueur d'onde de la lumiere utilisée pour chacune des expériences.

La polarisation!® du champ électromagnétique est définie par le dispositif ex-
périmental. Le faisceau de rayonnement synchrotron de I'ESRF est linéairement
polarisé horizontalement. Le faisceau de rayons X est donc polarisé s par rapport
a la surface de 1'eau. Le coefficient de réflexion rs est utilisé pour décrire la ré-
flectivité des rayons X. Le faisceau de lumiére utilisé en ellipsométrie est polari-
sé elliptiquement, par conséquent les deux coefficients de réflexion rs et rp sont
utilisés pour simuler les courbes d'ellipsométrie. Le cas de la résonance des
plasmons de surface est traité en détails dans le Chapitre V. Pour créer des
plasmons de surface, le faisceau de lumiére incidente doit étre linéairement

12 @ est la pulsation du champ électromagnétique incident, w=27/A.

13 yoir Annexe 3.
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polarisé p et nous utilisons donc le coefficient de réflexion r, pour décrire la ré-
sonance des plasmons de surface.

I11.3.1 Reéflectivité des rayons X

I11.3.1.1 Adaptation des équations générales

L’indice de réfraction complexe de la matiere pour les rayons X s'écrit

2 2

n=1-6+if avec 5=/l—repe et B=—ru
2r Ar

ou r. est le rayon classique de l'électron, r. = 2,81.10'> m, p. la densité élec-
tronique et u le coefficient d'absorption du matériau. Notons les ordres de gran-
deur 6 ~ 105 et B ~ 106 pour la plupart des matériaux. Pour 1'eau a une longueur
d'onde A = 1,54 &, § =3,61.10-¢ et =1,23.10-8 [Gibaud 1999].

q,

Figure 19 : Notations employées pour la description de la réflectivité X. lo : intensité du faisceau
incidente, I, : intensité du faisceau réfléchi.

Dans le cas de la réflectivité spéculaire, le vecteur de diffusion q=k:-ki a uni-
quement une composante dans la direction z perpendiculaire a la surface de

module ¢, :7”51n06 (Figure 19). La diffusion dans les autres directions est due a

la rugosité de la surface et nous ne nous y intéressons pas dans ce travail. Le
vecteur de diffusion critique!* q. dépend uniquement de la densité électronique

|7 s s : . s
du matériau : g, =4,/—4/p, . La densité électronique de l'eau est égale a p.=0,334
T

e.A3 et le vecteur de diffusion critique de I'eau est 0,0217 A,

La résolution d'une mesure de réflectivité des rayons X est limitée par la
géométrie de l'expérience et définie par la relation R=7/q¢max, ou R est la résolu-
tion et gmax le plus grand vecteur de diffusion mesuré. Lors des expériences que
nous avons réalisées, la résolution était entre 6 A et 12 A selon les expériences,
soit environ 10 fois la longueur d'onde utilisée. Notons que traditionnellement,

14 Voir Annexe 3.
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les longueurs d'onde de rayons X sont exprimées en A au lieu de l'unité légale
qu'est le nanomeétre, et les vecteurs de diffusion sont exprimés en A-1.

I11.3.1.2 Courbes caractéristiques

Nous présentons ici des courbes théoriques modélisant la réflectivité X sur
des systémes typiques composés d'eau, puis de lipides a la surface de l'eau, enfin
augmenté d'une couche de protéine sous les lipides. Pour ces différents profils de
densité électronique, les courbes de réflectivité X ont été calculées par le pro-
gramme Parratt32.

FEau seule

Deux courbes théoriques de réflectivité X sur l'eau pure sont présentées sur
la Figure 20. Les courbes ont été calculées en utilisant un modele a une interface
dans lequel les deux phases sont l'air et I'eau (voir Figure 23 a).

100_ —EaU,G=OA |
4 4

—©- q, /16q,

-1 ----Eau,6=3A

Réflectivité
)
|

Figure 20 : Réflectivité calculée sur un systéme a une interface représentant I'eau avec et sans
rugosité, comparé a une décroissance en qz4.

La réflexion totale est visible en dessous du vecteur de diffusion critique de
l'eau a q-=0,0217A-1. L'intensité réfléchie décroit en q.4 quand le vecteur de dif-
fusion augmente. Sur la Figure 20, sont comparées une courbe de réflectivité sur
une interface parfaitement plane (courbe pleine) et la fonction q.4/16q.* (symbo-
les). Les deux courbes se superposent pour des vecteurs de diffusion supérieurs a
environ 3gc.. Pour une meilleure description de la réflectivité sur une surface
d'eau réelle, il est nécessaire de tenir compte de la rugosité. La réflectivité sur
I'eau est abaissée par la rugosité de sa surface décrite par un parameétre ¢ dont
la valeur expérimentale est d'environ 3 A a température ambiante [Braslau
1988] (courbe en pointillés de la Figure 20).
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Monocouche de lipides déposés sur a la surface de l' eau

Une courbe typique de réflectivité sur une monocouche de lipides est repré-
sentée sur la Figure 21 et comparé a la réflectivité sur l'eau seule. La monocou-
che de lipides est modélisée ici simplement par un systéme a deux interfaces,
une phase intermédiaire d'épaisseur 2,5 nm et de densité électronique p.=0,5 e. A"
3 g'intercalant entre 1'air et 1'eau (voir Figure 23 b). Les rugosités des interfaces
ont été fixées a 3 A. La courbe de réflectivité présente des oscillations dont 1'am-
plitude est proportionnelle au carré de la différence entre la densité électronique
des lipides et celle de 1'eau. La période Ag de ces interférences est inversement
proportionnelle a 1'épaisseur d de la couche, Aq=2r/d. En pratique, deux couches
sont nécessaires pour décrire correctement une monocouche de lipides. La pre-
miére couche caractérise les chaines aliphatiques dont la densité électronique est
inférieure a celle de l'eau (typiquement 0,27 e.A3 [Als-Nielsen 1991]). La
deuxieme couche décrit les tétes polaires dont la densité électronique peut varier
de 0,4 e.A3a 0,5 e.A? selon le groupement [Als-Nielsen 1991].

1077 —®- Eau B
1 —&— + Lipides
10
10% -
10° -
2 10"+ -
= s Ag=0,25 A1
S 10° - -~ =
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x

107 =
10® =
107 -
-10 _| -
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0 0.2 04, 0.6 0.8
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Figure 21 : Comparaison des courbes de réflectivité calculées sur une interface (deux phases :
eau, air) et sur un systéme a deux interfaces (trois phases : eau, lipides, air).

Monocouche de protéines ancrés a des lipides

Une courbe théorique de réflectivité X sur une couche homogéne de protéines
déposées sous une monocouche de lipides est présentée sur la Figure 22. La cou-
che lipidet+protéine est décrite par un systéme a trois interfaces, une couche
d'épaisseur 10 nm et de densité électronique 0,4 e. A3 étant située entre l'eau et
la couche de lipides (voir Figure 23 c¢). La présence de la protéine se manifeste
par des interférences de plus courte période que celles correspondant a la couche
de lipides puisque la couche de protéines est plus épaisse que la couche de lipi-
des. L'amplitude de ces oscillations est plus faible car la densité de la protéine
est proche de celle de 1'eau. Les rugosités des interfaces ont été fixées a 3 A.
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Figure 22 : Comparaison des courbes de réflectivité calculées sur un systeme a deux ou trois
interfaces : c’est-a-dire trois phases (eau, lipides, air) ou quatre phases (eau, protéines, lipides, air).
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Figure 23 : Profils de densité électronique correspondant aux courbes de réflectivité des figures
précédentes : a) systeme a une interface (eau-air), b) a deux interfaces (eau-lipide-air) et c) a trois
interfaces (eau-protéine-lipide-air). La rugosité des interfaces est 3 A.

Un cas réel : la protéine HupR ancrée a une monocouche de lipides

Les profils simples présentés sont insuffisants pour décrire correctement une
couche réelle de protéine. La Figure 24 présente l'exemple d'une mesure expéri-
mentale de réflectivité des rayons X effectuée sur une monocouche de la protéine
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HupR?® ancrée a des lipides ligands possédant un groupement NTA chélatant un
ion nickel, les lipides Ni-NTA-BB15 [Courty 2002].

Pour ces expériences, la protéine HupR a été surexprimée au Département de
Biologie Moléculaire et Structuralel® du CEA-Grenoble. Elle était diluée a une
concentration de 25 ug/ml dans une solution aqueuse tamponnée (20 mM Tris-
HCI, 0,3 M NaCl, pH 8). La protéine a été injectée sous une monocouche du mé-
lange de lipides Ni-NTA-BB:DOPC (1:3).

Une modélisation des courbes expérimentales avec et sans protéine par un
programme similaire a Parratt32 a permis de reproduire les principales caracté-
ristiques de la courbe de réflectivité X (Figure 24). Elle utilise un systéme simple
a trois couches : chaines aliphatiques, tétes polaires + groupement NTA, protéi-
nes. Les parameétres du profil de densité électronique ayant servi a calculer les
courbes de réflectivité sont présentés dans le Tableau 6. Les parameétres décri-
vant les lipides seuls ont été déterminés dans un premier temps a partir de la
courbe de réflectivité sans protéines (couches 1 et 2). Puis, ces parameétres étant
fixés, les parameétres décrivant la couche de protéines ont été déterminés a partir
de la courbe de réflectivité avec protéine (couche 3). La Figure 25 présente la
courbe de réflectivité X avec protéine accompagnée d'un ajustement effectué par
le programme RefX. Le profil de densité électronique correspondant est présenté
sur la Figure 26.

& experiment Ni-MTA-BB/DOPC 1:3
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Figure 24 : Courbes de réflectivité mesurées et calculées sur une monocouche du mélange de li-
pides Ni-NTA-BB:DOPC (1:3) seuls et avec la protéine HupR ancrée aux lipides [Courty 2002].

15 Voir Annexe 5.

16 Aujourd'hui Département Réponse et Dynamique Cellulaires.
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Ni-NTA-BB + HupR | d (nm) | p (e.A-3) | o (nm)

Couche 1 1,7 0,32 0,5
Couche 2 1,5 0,39 0,5
Couche 3 8,3 0,35 0,5
Substrat - 0,33 0,5

Tableau 6 : Modéle de I'ajustement de la courbe de réflectivité de la protéine HupR ancrée au
mélange de lipides Ni-NTA-BB:DOGA [Courty 2002]. d : épaisseur, p : densité électronique, o :
rugosité.

Peu d'information structurale sur la protéine est gagnée avec la premiére mo-
délisation dans laquelle la monocouche de protéines est considérée comme une
couche de densité constante ayant 1'épaisseur de la molécule. Seule 1'épaisseur
moyenne de 8,3 nm et la densité électronique moyenne de 0,35 e. A3 caractérisant
la monocouche de protéines sont obtenues. La seconde modélisation permet de
mieux révéler des parties plus ou moins denses de la couche de protéine en utili-
sant une série de couches fines d'épaisseur 0,75 nm. Les protéines forment une
couche d'environ 7 nm d'épaisseur attenante a la monocouche de lipides, de ma-
niere cohérente avec la premiére modélisation. De plus, la densité électronique
est élevée prés de la téte polaire des lipides. Cela fournit une explication a la
disparition du minimum da a la monocouche de lipides autour du vecteur de
diffusion 0,2 A-l, visible sur la Figure 24. La protéine HupR semble étre divisée
en deux parties d'épaisseur 3 nm et 4 nm environ. La densité électronique de la
deuxiéme partie diminue lentement vers la densité électronique de 1'eau a 1'in-
terface protéine-eau. Cette "rugosité" apparente pourrait correspondre a une
monocouche de protéine inhomogéne dans le plan [Courty 2002].

Une modélisation de courbes de réflectivité X de monocouches de protéines
par un programme tel que Parratt32 peut apporter dans certains cas des infor-
mations intéressantes. Par exemple, D. Gidalevitz et al. ont décrit le repliement
a l'interface air-eau de trois protéines en utilisant un modeéle a une ou deux cou-
ches [Gidalevitz 1999]. Cependant, une telle description n'a été possible que
parce que l'épaisseur des monocouches étudiées était faible (inférieure a 3 nm).
Le programme RefX de R. Ober est bien adapté a des systemes complexes comme
une monocouche de protéines ancrées a des lipides. Il permet de décrire des va-
riations subtiles de densité électronique moyenne suivant la normale a l'inter-
face. Cependant, si la monocouche n'est pas homogéne dans le plan, la modélisa-
tion des courbes de réflectivité spéculaire peut s'avérer trés délicate voire impos-
sible. On atteint ici une limite de la méthode. Dans ce travail, I'utilisation du
programme Parratt32 sera privilégiée pour la description des monocouches de
lipides seuls, et le programme RefX pour l'analyse des couches lipides+protéines.
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Figure 25 : Courbes de réflectivité mesurée et calculée sur une monocouche de protéine HupR
ancrée au mélange de lipides Ni-NTA-BB:DOPC (1:3). L'ajustement a été réalisé avec le programme
RefX.
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Figure 26 : Profils de densité électronique de la monocouche du mélange de lipides Ni-NTA-
BB:DOPC (1:3) seuls et avec la protéine HupR, correspondant a I'ajustement présenté sur la Figure
25.

111.3.1.3 Caractéristiques techniques des montages expérimentaux

Comme nous l'avons dit précédemment, la réflectivité est une mesure de 1'in-
tensité réfléchie par une surface en fonction de l'angle d'incidence du rayonne-
ment. Or, la surface de l'eau sur laquelle nous déposons nos échantillons est
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inévitablement horizontale. C'est donc le faisceau qu'il faut incliner par rapport
a la surface pour faire varier l'angle d'incidence. Cela est trés simple avec un
générateur de rayons X mobile monté sur un goniomeétre. Cependant, nous avons
essentiellement travaillé avec le rayonnement synchrotron de I'ESRF (Grenoble)
comme source de rayons X. L'inclinaison du faisceau est dans ce cas plus com-
plexe.

Toutes les mesures de réflectivité X présentées dans ce manuscrit ont été ef-
fectuée a I'ESRF sur la ligne de lumiére ID10B (aussi appelée Troika II, [ID10B])
avec l'aide d'Oleg Konovalov, responsable de la ligne. Un processus de mouve-
ments de plusieurs moteurs permet l'inclinaison du faisceau par rapport a l'hori-
zontale [Gourier 1997, Konovalov2002]. L'élément clé du dispositif est un mono-
chromateur composé d'un cristal de germanium Ge(111) en position de Bragg (D
sur la Figure 27) tournant autour d'un axe parallele au faisceau. Ainsi, au cours
de cette rotation, le cristal reste en position de Bragg et le faisceau émergent est
incliné par rapport a l'horizontale et décrit un cone. Pour obtenir un faisceau
incliné sur 1'échantillon, trois mouvements sont effectués :(1) rotation du mono-
chromateur D; (2) réglage de la hauteur du goniométre; (3) recentrage horizontal
du goniomeétre par rotation autour de l'axe du faisceau émergent. Pour accomplir
ces deux derniers mouvements, I'échantillon est fixé au centre d'un goniometre a
huit axes monté sur coussin d'air. Cet ensemble de mouvements assez simples a
priori nécessite plusieurs moteurs et de nombreuses heures d'ajustement en
raison de la trés haute collimation du faisceau synchrotron monochromatique.

: Experiments Hutch
Troika |l Layout
Optics Hutch
Source
[—] 0 O
Ij Y i - - .
A NS ]
P M1 W2 fli Phz D Diff
———3 white heam —— 3 maonochromatic beam
L 1 1 1 1 ]
0 271 304 /T 407 424

Figure 27 : Schéma montrant le dispositif expérimental de la ligne de lumiére Troika B (issu de
[ID10B]) : PS fentes primaires, M1, M2 monochromateurs (diamant (111), le premier laisse passer
une partie du faisceau en direction de Troika | (65% du faisceau a 9 keV)), Mi double miroir (absorbe
les harmoniques d'ordres supérieurs), PhS obturateur, D cristal déflecteur, Diff diffractométre. Dis-
tance de la source en meétre. Le systéme est sous vide jusqu'a la "cabane" expérimentale ("Experi-
ments Hutch").

La taille du faisceau est ajustée par des fentes placées juste avant 1'échantil-
lon : il est tres fin verticalement (ouverture S0=100 um) et large horizontalement
pour avoir un maximum d'intensité (1 mm). L'empreinte du faisceau sur 1'échan-
tillon varie avec l'angle d'incidence selon l'équation e=S0/sin(o), ou e est 1'em-
preinte du faisceau, o l'angle d'incidence et S0 l'ouverture verticale de la fente
d'entrée. Il en résulte une baisse d'intensité a trés petits angles lorsque cette
empreinte est plus longue que 1'échantillon. Nous avons choisi la taille de la cuve
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échantillon de maniére a ce que l'empreinte du faisceau soit plus petite que la
cuve pour la taille de fente verticale utilisée en-dessous de l'angle critique de
réflexion totale sur 1'eau (voir Tableau 7). La cuve mesure 80 mm dans la direc-
tion du faisceau, ce qui constitue une surface horizontale d'eau d'environ 60 mm
a cause des ménisques sur les bords de cuve. L'empreinte est donc plus petite
que la cuve des 0,095°.

Référence ESRF | Energie Longueur Angle critique (°) Profondeur de
de l'expérience (keV) d'onde A (A) pénétration de
I'aluminium (pm)
SC-694 8,95 1,3853 0,137° = 4,80 mrad 107,904
SC-828 8,07 1,6365 0,152°=2,66 mrad 79,658
SC-987 8,00 1,5500 0,154°=2,68 mrad 77,627

Tableau 7 : Données relatives aux trois série d'expériences faites a I'ESRF.

L'intensité réfléchie est recueillie par un détecteur linéaire sensible a la posi-
tion (PSD) (PSD-50, Braun, Garching, Allemagne) parallele au plan d'incidence.
Un second détecteur (le moniteur) est placé avant 1'échantillon et recoit les
rayons diffusés par une feuille mince de Kapton traversée par les rayons. L'in-
tensité lue sur le moniteur est donc proportionnelle a l'intensité incidente. Les
données (positions des moteurs et intensités des détecteurs) sont enregistrées
par le programme de controle SPEC (Certified Scientific Software). Comme I'in-
tensité mesurée chute treés vite avec l'angle d'incidence, un jeu d'absorbeurs en
aluminium d'épaisseurs variables est placé entre le moniteur et 1'échantillon
pour rester dans la zone linéaire du détecteur. Une série de mesures angulaires
est réalisée en diminuant 1'épaisseur d'aluminium quand l'angle augmente.

Le traitement des données de réflectivité préalable a leur analyse est effectué
grace a une série de petits programmes ou macros que nous avons écrits et exé-
cutés a l'aide du logiciel Igor (Wavemetrics, Inc.). Le signal mesuré par le PSD
est divisé par l'intensité lue sur le moniteur en chaque point. Il est ajusté par
une gaussienne comme le montre la Figure 28. Le bruit de fond recueilli sur les
canaux éloignés du signal est soustrait et l'intensité réfléchie dans la direction
spéculaire est égale a 1'aire sous la gaussienne. Le traitement préliminaire des
données consiste a rassembler les mesures effectuées avec des épaisseurs diffé-
rentes d'absorbeur en aluminium pour obtenir une courbe de réflectivité com-
pléete, comme l'indique la Figure 29. Le coefficient d'absorption de 1'aluminium
est connu en fonction de la longueur d'onde [CXRO] et 1'épaisseur est donnée par
le fabricant. Cependant, pour chaque partie de la courbe, il est possible que le
détecteur soit saturé a petits angles et que le bruit de fond soit incorrectement
soustrait a grands angles. Cette étape de traitement des données est donc déli-
cate. La réflectivité est le rapport entre l'intensité réfléchie et incidente c’est-a-
dire le faisceau direct. En pratique, l'intensité réfléchie est divisée par le moni-
teur puis multipliée par le coefficient de proportionnalité entre le moniteur et le
faisceau direct.
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Figure 28 : Deux exemples du signal mesuré par le détecteur PSD en échelle logarithmique pour
un angle d'incidence faible (O) ou grand (O). Le faisceau réfléchi est ajusté par une gaussienne le
long de canaux du détecteur dont la base détermine le bruit de fond.
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Figure 29 : Exemple d'une courbe de réflectivité X brute avant traitement des données, puis de la
courbe de réflectivité reconstituée.

La précision de 1'angle d'incidence dépend de 1'alignement de la cuve avec le
faisceau horizontal. La hauteur de 1'échantillon doit donc étre connue trés préci-
sément. Un réglage est fait au début de chaque mesure de réflectivité et deux
fois au milieu de la courbe. De plus, un dispositif régule le niveau dans la cuve
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avec un précision de 10 pm en injectant de 1'eau pure au cours du temps pour
contrer l'évaporation [LevelOmatic, Nanofilm Technologie GmBH].

Les protéines sont sensibles aux radiations et particulierement aux fortes do-
ses de rayons X [Lenne 1998, Weik 2000]. Pour limiter la dégradation des protéi-
nes et des lipides par les rayons X au cours de la mesure, la cuve échantillon est
translatée latéralement aux grandes incidences lorsque les atténuateurs en alu-
minium sont minces ou retirés [Konovalov 2002, Weygand 2000]. Ainsi, chaque
millimétre de la couche est irradié pendant une durée d'une centaine de se-
condes. De plus, un obturateur est ouvert uniquement lors des mesures et fermé
pendant tout mouvement supplémentaire des moteurs ou toute attente.

Enfin, la cuve contenant I'échantillon est placé dans une enceinte hermétique
concgue au laboratoire (Figure 30). Cette enceinte est remplie d'hélium (saturé en
eau) pour limiter la diffusion des rayons X et réduire la formation d'ozone pou-
vant oxyder les lipides. L'ensemble est monté sur des blocs anti-vibratoires
(MOD-2, Halcyonics) pour réduire les fluctuations a la surface de 1'eau. La cel-
lule est disposée face au faisceau qui entre par une petite fenétre en Kapton
(50mm) et sort par la fenétre opposée qui est plus large (150 mm) pour permettre
les expériences de diffraction de surface. Deux cuves en Teflon sont disposées sur
une platine de translation perpendiculaire a la direction du faisceau. La cuve de
droite est utilisée pour l'incubation des couches de protéines. La cuve de gauche
est étudiée. Au-dessus de cette couche est disposée le régulateur de niveau d'eau
Level-O-Matic précédemment décrit.

Figure 30 : Photographie de la cellule expérimentale réalisée pour les expériences de réflectivité
X sur la ligne Troika B (ESRF). Une fléeche indique la direction du faisceau de rayons X incident.

I11.3.2 Ellipsomeétrie

D'apres les relations de Fresnel ou les équations plus générales obtenues par
le calcul matriciel, les composantes p et s de la lumiére ne se réfléchissent pas de
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la méme maniére sur une surface. Autrement dit, la polarisation d'une onde
plane électromagnétique change aprés réflexion. La mesure de la polarisation
apres réflexion de 1'onde contient donc des informations sur la constante diélec-
trique du matériau. C'est sur ce phénomene que repose le principe de l'ellipsomé-
trie.

Une mesure ellipsométrique consiste a mesurer la différence de réflexions des
deux composantes de polarisation de la lumiére avant et aprés réflexion sur une
surface [Azzam 1977]. Cette mesure peut étre faite en fonction de l'angle d'inci-
dence, en fonction de la longueur d'onde de la lumiére, ou a angle d'incidence et
longueur d'onde fixés dans une mesure de cinétique d'adsorption. Cette techni-
que est tres intéressante puisqu'elle permet d'étudier et de suivre en temps réel
des variations de densité a la surface de 1'échantillon. C'est une technique treés
ancienne que I. Langmuir et V. Schaeffer ont utilisé dés les années 1930 pour
déterminer 1'épaisseur de couches minces organiques déposées sur une surface
solide. Cette technique permet également 1'étude des interactions entre les molé-
cules formant une monocouche et des molécules en solution sans avoir besoin de
les marquer par une molécule fluorescente qui pourrait interférer avec l'activité
biochimique de la molécule [Elwing 1998].

I11.3.2.1 Adaptation des équations générales

p
La relation maitresse de l'ellipsométrie est le rapport p=-% des coefficients

de réflexion pour les deux composantes de polarisation de la lumiére, rp et rs.
Deux angles ellipsométriques v et A sont définis par cette variable complexe :
p =tany -e”. L'angle A est la différence des déphasages apreés les réflexions p et

S ,A=5p —0,. L'angle y est défini par la relation tan(y) qui est le rapport des

a

modules des coefficients de réflexion p et s, tan(y)=-—.

s

Dans le visible, l'indice de réfraction n et le coefficient d'absorption %k sont
habituellement préférés a la constante diélectrique complexe €. Les matériaux
que nous étudions n'adsorbent pas aux longueurs d'onde auxquelles nous tra-
vaillons, donc k=0. De plus, leur dispersion n'est pas trés importante comme
nous l'avons souligné dans le cas de 1'eau!”. Nous caractérisons donc un matériau
uniquement par son indice de réfraction ou indice optique. L’indice optique d’un
substrat composé d’'une solution tampon aqueuse est trés proche de celui de 'eau
qui vaut 1,333. Des valeurs typiques des indices de réfraction sont de 1,5 pour
les lipides et de 1,42 pour les protéines.

Les variations des modules carrés R, et Rs des coefficients de réflexions rp et
rs sont représentés en fonction de l'angle d'incidence sur la Figure 31 pour un
systéme a deux phases, c’est-a-dire par exemple une interface air-eau.

17 Voir Annexe 3.
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Figure 31 : Variation de R, et Rs en fonction de I'angle d'incidence 6 pour une réflexion sur |'eau.

Le coefficient Ry s'annule a l'angle de Brewster 6 défini par tan6, =% oum
nl

et n2 sont les indices de réfraction des deux couches (ici ni=1 pour l'air et n2=1,33
pour l'eau). L'indice de réfraction du substrat peut donc étre déterminé expéri-
mentalement par la mesure de 1'angle 6s. Les variations correspondantes des
angles ellipsométriques y et A sont indiquées sur la Figure 32. A l'angle de
Brewster, y s'annule et A subit un déphasage de m lorsque 1l'angle d'incidence
augmente. Les calculs ont été effectués par notre programme Fresnel (voir II1.2,
p. 39).
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Figure 32 : Variation de y et A en fonction de I'angle d'incidence 6 pour une réflexion sur l'eau
(correspondant a la Figure 31).
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I11.3.2.2 Cas d'une couche mince sur un substrat

Dans le cas d'une couche mince sur un substrat semi-infini (c’est-a-dire un
systéme a trois phases), il y a une réflexion résiduelle de la composante p a l'in-
cidence de Brewster. Cela se traduit par une modification des variations y(0) et
A(0) : y n'est plus nul a l'angle de Brewster et le déphasage A ne passe plus
abruptement de m a 0 lorsque l'angle d'incidence augmente mais de maniere
continue. Plus la couche sera épaisse et/ou dense, plus ces caractéristiques se-
ront marquées.

Pour un angle d'incidence donné, les variations des angles ellipsométriques
sont linéaires avec l'augmentation de 1'épaisseur jusqu'a une certaine limite.
Azzam et Bashara ont explicité les équations linéaires reliant y et A a 1'épais-
seur d'un film, les indices du substrat, de la couche et de la phase ambiante
étant connus [Azzam 1977]. Cependant, les auteurs insistent sur 1'étroit domaine
de validité de cette approximation. Dans ce domaine de validité, de tres faibles
variations d'épaisseur peuvent étre détectées, jusqu'au centiéme de nanometre
[Tompkins 1993].

L'approximation de Drude permet de calculer I'épaisseur d'une couche lorsque
son indice de réfraction est connu, en faisant I'hypothése que les variations de A
sont proportionnelles a 1'épaisseur [Drude 1891]. Plus tard, A. Saxena a dérivé
une approximation au premier ordre des équations de Fresnel appliquées a un
systeme a deux interfaces. [Saxena 1965]. Il a obtenu une relation linéaire entre
la variation de A ou de y et l'épaisseur du film qui permet ainsi de déterminer
I'épaisseur d'un film dés lors que l'on connait son indice de réfraction. Ces deux
approximations sont valables dans le cas des couches minces : en ce qui concer-
nent les variations de l'angle A, I'approximation de Saxena donne une estimation
correcte de 1'épaisseur du film jusqu'a 4 nm et l'approximation de Drude jusqu'a
2 nm [Saxena 1965]. Elles s'appliquent trés bien a 1'étude de couches d'oxydes ou
d'atomes adsorbés sur une surface [Tompkins 1993], ainsi qu'a 1'étude de couches
organiques minces, comme les monocouches lipidiques. La mesure des variations
OA lors de la formation d'une couche mince est par exemple sensible 4 des chan-
gements de phase opérés au sein de la couche [Ducharme 1990]. Elle peut égale-
ment permettre de déterminer 1'épaisseur d'une couche organique mince dont
I'indice de réfraction est connu [Gambut 1996]. Cependant, les couches de pro-
téines greffées sur des lipides sont trop épaisses pour satisfaire aux conditions
de l'approximation de Drude.

La Figure 33 indique les variations des angles ellipsométriques calculées a
l'aide de notre programme Fresnel (voir II1.2, p. 39) en fonction de 1'épaisseur
d'une couche mince : dY=Wcouche-Yeau €t OA=A couche-A eau. Parametres du modele :
indice de réfraction 1,42, déposée sur un substrat d'eau (n=1,33) dans l'air, pour
un angle d'incidence de 52,5° et a une longueur d'onde de 459 nm.
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Figure 33 : Variations des angles ellipsométriques 8A(52,5°) (a gauche) et dy(52,5°) (a droite) en
fonction de I'épaisseur d'une couche mince (n=1,42, ¥=0) sur un substrat d'eau (n=1,33) dans l'air. L
longueur d'onde du faisceau incident A=459nm, angle d'incidence 52,5°.

Nous remarquons que dA(52,5°) varie linéairement avec l'épaisseur de la cou-
che jusqu'a une épaisseur de 2 nm avec une erreur inférieure a 1%. Dans la par-
tie linéaire, le coefficient directeur de la droite dA donne le nombre de degré de A
par nanomeétre de couche : environ 7 deg/nm (pour un indice de 1,42 et a
0=52,5°). L'approximation d'une variation linéaire de A avec 1'épaisseur de cou-
che adsorbée est donc seulement vraie dans cette limite. Nous ne pouvons pas la
garder pour décrire nos systémes puisque la longueur d'une cadhérine mesurée
par plusieurs techniques est d'environ 23 nm (microscopie électronique [Pertz
1998], mesure de force [Sivasankar2001b], cristallisation [Boggon 2002]). A I'in-
verse, |y est presque insensible au changement de l'épaisseur jusqu'a environ 2
nm. Les variations de y sont linéaires avec la variation d'épaisseur a partir de 7
nm.

111.3.2.3 Variation de l'angle de Brewster en fonction de la couche
déposée

Une premiere observation de la Figure 33 montre que, lorsque la couche dé-
posée devient suffisamment grande, A(52,5°) n'est plus proportionnel a 1'épais-
seur, mais y(52,5°) le devient. La variation de y en fonction de l'angle d'inci-
dence (voir Figure 34) indique un déplacement complet de la courbe vers les
grands angles. A 1'angle choisi (52,5°), la courbe de y(0) atteint sa partie linéaire
et des lors y est proportionnel a 1'épaisseur de la couche.

Nous observons ainsi un déplacement de 1'angle de Brewster sur les varia-
tions angulaires de y et A en fonction d'une couche mince soit d'indice ou
d'épaisseur donnée. La Figure 34 indique ces variations pour une couche d'indice
1,42 qui croit de 1 a 20 nm. L'angle de Brewster s'est déplacé de 53,06° (pour
l'eau) a 53,55°. Cet angle correspondrait pour un systéme a une interface a un
indice effectif de 1,354 si l'on applique la définition de 1'angle de Brewster.
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De la méme manieére, 1'ajout d'une couche mince de 5 nm et d'indice variable
sur l'eau implique une variation de l'angle de Brewster (Figure 35). Ce décalage
est néanmoins de plus faible importance et concerne des indices légérement su-
périeurs aux valeurs admises pour nos systémes.
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Figure 34 : Variations angulaires de y et A en fonction d'une couche mince d'indice (n=1,42, «=0)
sur I'eau (n=1,33) pour différentes épaisseurs : 1, 2, 5, 10, 20 nm.
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Figure 35 : Variations angulaires de y et A en fonction d'une couche mince d'épaisseur fixe 5 nm
sur I'eau (n=1,33) pour différentes valeurs d'indice : 1,4; 1,5; 1,6.

111.3.2.4 Exemple de la protéine HupR

Le signal ellipsométrique mesuré sur une monocouche de la protéine HupR
ancrée a une monocouche de lipides ligands Ni-NTA-BB:DOPC (1:3) est représen-
tée sur la Figure 36. Le protocole de l'expérience est le méme que celui décrit
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précédemment!® . Des courbes ellipsométriques angulaires successives ont été
enregistrées pendant cette expérience. Une premiere courbe sur les lipides seuls
est représentée sur la Figure 37, ainsi que deux courbes montrant l'adsorption de
la protéine aprés 1 heure, puis 17 heures d'incubation. Nous verrons dans les
paragraphes suivants comment analyser ces courbes.

80 1 " 1 L 1 N 1 1
A=633 nm 6=53,5°
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0 5 10 15 20
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Figure 36 : Mesure de I'angle ellipsométrique A sur une monocouche de la protéine HupR ancrée
a une monocouche du mélange de lipides Ni-NTA-BB:DOPC (1:3).

3.0 H Ni-NTA-BB:DOPC (1:3)
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17h aprés injection de HupR

/> |- 150

¥ (°) ~ 100y (o
—50
0.0~ -0

x x x x x \
52.0 525 53.0 535 540 545

Angle d'incidence (°)

Figure 37 : Suivi des variations des angles ellipsométriques y et A en fonction de I'angle d'inci-
dence : monocouche de lipides Ni-NTA-BB:DOPC (1:3), puis 1 heure aprés l'injection de la protéine
HupR, enfin 17 heures aprés l'injection de la protéine HupR. L'angle y est représenté en symboles
vides et A en symboles pleins.

18 Voir Un cas réel : la protéine HupR ancrée a une monocouche de lipides, p. 45.
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111.3.2.5 Modélisations de courbes ellipsométriques

Les angles ellipsométriques y et A sont enregistrés en fonction du temps et a
angle d'incidence fixe pendant toute la durée de l'incubation des protéines. Ces
courbes de mesure cinétique permettent d'évaluer le temps d’incubation néces-
saire a la formation de la monocouche de protéine a l'interface entre lipides et
eau, déterminé a partir de la stabilisation des angles ellipsométriques. Toutefois,
les sensibilités de y et de A ne sont pas les mémes a différents angles
d’incidence. De plus, les variations des angles ellipsométriques y et A ne sont
pas linéaires avec les variations de la quantité de matiére adsorbée a l'interface
air-eau. Il est par conséquent nécessaire d'effectuer des mesures ellipsomeétri-
ques angulaires a intervalles réguliers afin d'évaluer la quantité de masse ad-
sorbée a la surface de 1'eau.

Le systeme constitué par les protéines liées a la monocouche de lipides peut
étre décrit en premiére approximation par un modeéle composé du substrat ou
sous-phase et d’'une couche de surface. Ce modéle comporte trois parameétres :
I'indice de réfraction du substrat ns et celui de la couche lipides+protéines ni,
I'épaisseur de la couche d. Les courbes expérimentales des variations angulaires
des angles y et de A sont alors comparées aux courbes calculées par le pro-
gramme Fresnel (voir II1.2, p. 39) et les parameétres qui reproduisent le mieux
I'expérience sont recherchés. On obtient ainsi les parameétres (ns, ns;, d) caracté-
risant le systéeme. Cependant, cette détermination n'est pas univoque [Azzam
1977, Tompkins 1993]. L'indice de réfraction du substrat peut étre fixé, puisqu'il
s'agit de celui de l'eau. En revanche, seul le produit de 1'épaisseur et de 1'indice
de réfraction de la couche est relié aux variations de y et A.

Nous avons comparé des courbes ellipsométriques théoriques calculées a par-
tir de modéles 4 une ou deux couches. La Figure 38 met en évidence les différen-
ces entre les courbes obtenues. Une courbe "lipides seuls" a été calculée a partir
d'un modeéle a une couche (niipide=1,45 et diipiee=3 nm). La courbe "protéines seu-
les" a été également calculée a partir d'un modele a une couche (nprotsine=1,42 et
dprotéine=23 nm). Enfin, la courbe "lipides + protéines" a été calculée a partir d'un
modele a deux couches (niipide=1,45 et diipide=3 nm, Nprotéine=1,42 et dprotéine=20 nm).

La prise en compte d'une couche de lipides distincte de la couche de protéine
change trés peu les angles ellipsométriques. De plus, les variations observées
sont dans l'erreur expérimentale (15% pour y, 1% pour A, voir I11.3.2.6, p. 61).
Nous avons donc choisi de modéliser nos systémes avec une seule couche afin de
réduire le nombre de parametres a ajuster. De plus, une telle modélisation nous
permet d'utiliser I'approximation de de Feijter [de Feijter 1978] pour 1'évaluation
de la masse surfacique adsorbée que nous présenterons dans la section suivante.
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Figure 38 : Effet de la prise en compte des lipides dans le calcul de courbes ellipsométriques.
Paramétres utilisés: a) un systéme a une couche représentant des lipides seuls (niipiae=1,45 et di-
pide=3 NM), b) un systéme a une couche représentant des protéines seules (Nprotsine=1,42 et dpro-
teine=23 nm), c) un systéme a deux couches représentant des lipides + des protéines (niipige=1,45 et
dlipide=3 nm, nprotéine=1,42 et dprotéine=20 nm) neau=1.33.
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Ces remarques nous invitent a une grande prudence dans l'analyse des don-
nées ellipsométriques. Les variations cinétiques de y ou A lors de 1'adsorption de
protéine a la surface de l'eau ne peuvent donc pas étre transformées directement
en masse adsorbée par unité de surface, mais elles restent fortement liée a tout
changement dans la couche. En conclusion, des mesures angulaires ou des mesu-
res en fonction de la longueur d'onde peuvent permettrent une meilleure modéli-
sation du systeme étudié.

Nous mesurons néanmoins des courbes ellipsométriques en fonction du temps
pour suivre l'évolution de la couche. Dans ce cas, 1'angle d'incidence est choisi a
environ 1° de l'angle de Brewster pour que les variations de A soit suffisamment
grandes. Lors des mesures cinétiques, nous définissons la "saturation" de la
couche comme l'instant ou 1'évolution des angles A et y est stable dans le temps.
Nous considérons que la surface est alors en équilibre avec la sous-phase et que
la couche a atteint sa densité surfacique maximale. Notons que dans le cas de la
cristallisation bi-dimensionnelle de nombreux réarrangements se produisent
apres cette saturation [Lenne 1998].

111.3.2.6 Mesure des angles ellipsométriques y et A

Il existe plusieurs techniques de mesures ellipsométriques [Azzam 1977],
[Tompkins 1993]. La plus simple utilise un polariseur ou un analyseur tournant.
Une onde plane électromagnétique polarisée linéairement est envoyée sur
I'échantillon. Aprés réflexion, la lumiére est polarisée elliptiquement. Une lame
quart d'onde est positionnée de maniere a rendre cette polarisation linéaire et un
deuxieme polariseur mesure la rotation de polarisation. En général, cette mesure
est faite par extinction du faisceau, c’est-a-dire que 1'on mesure la direction per-
pendiculaire a la polarisation (il est plus facile de mesurer une intensité nulle
que maximale). Les angles des polariseurs sont reliés de maniére simple aux
angles ellipsométriques y et A [Azzam 1977]. Cette technique est trés simple a
mettre en ceuvre mais la mesure n'est pas trés rapide [Rossow 1996].

L'ellipsomeétre que nous avons utilisé est plus complexe mais beaucoup plus
rapide [Acher 1989]. Il fait partie d'une autre classe d'ellipsométre, les ellipso-
meétre a modulation de phase. La polarisation de l'onde est modulée avant
I'échantillon et les changements d'intensité induits par le réflexion sont mesurés.
L'intensité détectée est liée a la polarisation du signal, elle-méme reliée aux
angles ellipsométriques y et A [Rossow 1996, Fukazawa 1993, Jellison 1993].

Notre ellipsomeétre est un ellipsomeétre spectroscopique a modulation de phase
UVISEL de Jobin-Yvon (Instruments SA) [Jobin-Yvon 1995, Stchakovsky 1991,
Acher 1989]. Les éléments du dispositif sont représentés sur la Figure 39. La
lumiéere blanche provenant d'une lampe a arc Xénon (125 W) est guidée par une
fibre optique vers un polariseur qui la polarise linéairement a 45° par rapport a
I'axe du modulateur photoélastique. Le modulateur photoélastique dépolarise
légerement le faisceau en ajoutant une composante perpendiculaire de polarisa-
tion a une fréquence de 50 kHz. Par conséquent, la polarisation de l'onde inci-
dente sur 1'échantillon varie de linéaire a elliptique a la fréquence du modula-
teur. Apres réflexion, la lumiere change de polarisation car les deux composantes
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p et s du faisceau ne sont pas réfléchis de la méme maniére par l'échantillon. Le
faisceau passe par un deuxiéme polariseur aligné avec le premier, puis est re-
cueilli par une fibre optique qui le conduit a un monochromateur qui permet de
sélectionner la longueur d'onde. L'intensité détectée par un photomultiplicateur
varie donc a la fréquence de la modulation.

La modulation est effectuée par modulateur photoélastique composé d'un bloc
de verre de silice couplé a un quartz piézoélectrique [Jobin-Yvon 1995]. Le cristal
est activé par une variation de tension sinusoidale de fréquence 50 kHz, ce qui
génere une biréfringence du verre. La polarisation de l'onde incidente est modu-
lée a la méme fréquence. Il en résulte un déphasage 6 entre les deux composan-
tes de la polarisation qui peut s'écrire 8(t) = a sin(w t), ou w est la fréquence
angulaire (o = 27.50 kHz) et a une fonction simple de la tension appliquée sur le
cristal et de la longueur d'onde. Le modulateur est maintenu a une température
de 30 £ 0,1 °C afin d'assurer la stabilité de la modulation.
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Figure 39 : Schéma de I'ellipsometre spectroscopique a modulation de phase UVISEL de Jobin-
Yvon (Instruments SA).

L'ellipsomeétre est monté sur un goniometre qui permet de régler 1'angle d'in-
cidence du faisceau et d'effectuer des mesures a angle variable. De plus, 1'utilisa-
tion de la lumiere blanche permet de faire des mesures a longueur d'onde varia-
ble de l'infrarouge a l'ultraviolet (200-800 nm). L'ellipsomeétre est piloté par
ordinateur avec le logiciel ELLI40 (Jobin-Yvon Instrument S.A.) qui calcule les
angles ellipsométriques en temps réel. Lors de nos expériences, la mesure de y et
de A est moyennée pendant 3 a 10 secondes et les angles A et y moyens sont
enregistrés en fonction du temps pendant toute la durée de I'incubation des pro-
téines.

La cuve échantillon est cylindrique, en Teflon, de volume de 7,5 ml (2 mm de
hauteur et 35 mm de diametre). Elle est placée dans une enceinte en plexiglas
fermée pour limiter 1'évaporation d'eau. Sur le chemin du faisceau, le couvercle
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de la cellule est fermé par deux lamelles de microscope perpendiculaires a la
direction du faisceau a ’angle de Brewster de l'eau afin de perturber le moins
possible la polarisation et l'intensité du faisceau lors des mesures angulaires.

Le signal est mesuré apres réflexion sur 1'échantillon et passage par l'analy-
seur. Il est digitalisé par un convertisseur analogique-digital et un processeur
calcule sa transformée de Fourier discréte afin d'obtenir la composante continue
et les harmoniques de la fréquence de modulation. Seuls les signaux a la fré-
quence fondamentale et a la seconde harmonique sont pris en compte dans
l'analyse. L'intensité mesurée s'écrit [Acher 1989] :

I1(t)=1,+1, sin(5(¢))+1, cos(5(¢))

ou 4(t) est le déphasage introduit par le modulateur et Is et I. sont des fonc-
tions des angles ellipsométriques y et A.

Si 1'on développe les fonctions sin(d(t)) et cos(d(t)) a partir des fonctions de
Bessel, l'intensité peut étre décrite par 1'équation [Azzam 1977], [Rossow 1996] :

1) =1,(c+J,(a)+2B J,(a)-sin(wt)+2yJ,(a) cos(2wt))

ou les fonctions «, et ysont des fonctions des angles ellipsomeétriques y et A,
J1et J2 les fonctions de Bessel de premier et deuxieme ordre.

Dans la configuration employée, le polariseur et l'analyseur faisaient un an-
gle de +45° par rapport au plan d'incidence et le modulateur un angle de 0° (ap-
pelée conventionnellement configuration II). Les valeurs des fonctions a, B et vy
sont dans ce cas [Acher 1989, Rossow 1996] :

o=1, B =sin(2y)sin(A) et y =sin(2y)cos(A).

La modulation a est fixée telle que Jo(a) = 0, ce qui implique J:(a) = 1,04 et
J2(a) = 0,86 et correspond a a = 137,8° [Acher 1989]. L'intensité s'écrit alors :

1(t)=1,+1,sin(w?)+1, cosQwrt),
avec les composantes I; et Iz :
1, =21,.J,(a).sn(2y).sin(A)
1,=21,.J,(a).sin(2y).cos(A).

La mesure des variations temporelles de l'intensité a la fréquence de modula-
tion permet donc d'obtenir, dans cette configuration, les valeurs de sin(2y) et de
tan(A) en fonction du temps et d'en déduire les angles ellipsométriques y a =«
prés et A £ ma 2x pres.

Les erreurs sur la mesure des angles y et A peuvent étre déterminées a partir
des incertitudes sur la position et la précision des pieces optiques (polariseur,
modulateur et analyseur) [Modine 1983]. Les auteurs calculent la précision at-
teignable dans le cas de la mesures des angles y et A par un ellipsomeétre a mo-
dulation de phase sur un échantillon de silicium a un dixiéme de degré. M.
Stchakovsky donne une erreur moyenne sur les mesures des angles ellipsométri-
ques par l'ellipsometre UVISEL de 1,7% sur y et 0,2% sur A pour un échantillon
de silicium [Stchakovsky 1991]. Sur une mesure de cinétique, effectuée a angle
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fixe sur un substrat d'eau, l'erreur moyenne faite sur la détermination de y est
de 15%; sur A, l'erreur est de 1%.

II1.4 Analyse des données expérimentales

I11.4.1 Reéflectivité des rayons X

Une mesure de réflectivité X conduit a une modélisation de la densité élec-
tronique des couches en électrons par unité de volume. Cependant il est courant
d’exprimer les résultats de mesures ellipsomeétriques en masse par unité de sur-
face. Pour pouvoir comparer les résultats obtenus par ces deux techniques, il
faut donc "passer des électrons aux grammes", c’est-a-dire évaluer a quelle aug-
mentation de masse réelle correspond la présence d'un électron supplémentaire
dans le profil de densité électronique.

I11.4.1.1 Relation densité électronique / densité massique de protéine

La relation entre la densité massique et la densité électronique s’écrit :
M
3 -3
p,(gem?)=—="—p (eA?),
n, N,

e

ou Mp est la masse molaire de la protéine, n. son nombre total d’électrons et
N4 le nombre d'Avogadro. Cette relation devient aprés simplification :

M, 10 .
—r. p.(e.A”).

3
.cCm =
p.(g ) 603"

M, 10
n, 6,023

Notons R, = . Nous exprimerons le rapport Ren en 10-24.g.e-1,

La masse molaire et le nombre d'électrons de C-cadhérine est obtenue facile-
ment a partir de sa séquence en acides aminés. La séquence publiée dans PDB
([PDB], code d'acces 1L3W) de la C-EC1-5 a une masse molaire Mp=63 842,5 Da
et compte ne=34 085, en tenant compte des 12 ions Ca2*, de 38 molécules d’eau
structurale et de 15 sucre (N-acetyl-D-glucosamine), ainsi que de plusieurs ato-
mes absents dans la structure déterminée. Le rapport Re» vaut donc pour la C-
cadhérine:

R, =311x10* ge™.

La séquence de la VE-cadhérine VE-EC1-4 [ProtParam] correspond a une
masse de 48 715,6 Da et 26 132 électrons, ce qui donne le méme rapport Ren. La
VE-cadhérine VE-EC1-4 est composée de quatre domaines extracellulaire seule-
ment, alors que la C-cadhérine comprend les cinq domaines; mais la masse de la
VE-cadhérine représente 3/4 de celle de la C-cadhérine, et non pas 4/5. Cela est
da a la présence sur la C-cadhérine des sucres, absents sur la VE cadhérine.
Pour les lipides, le méme calcul montre que le rapport densité électronique -
densité massique est conservé pour les lipides utilisés, Ren=3,0.102%g.e-1. La
densité électronique de I’eau est 0,334e/A-3, par conséquent R.n=2,99.10-24,g.e1.



65

111.4.1.2 Densité électronique moyenne des cadhérines

Pour évaluer la densité électronique moyenne de la protéine, il faut connaitre
son volume. La structure de la C-cadhérine ayant été résolue, il est possible d'en
calculer le volume. Pour cela, nous avons employé un programme du projet CCP4
[CCP4 1971] qui calcule un volume autour des atomes de la protéine en utilisant
des polyédres de Voronoi!®. Le programme déplace fictivement autour des posi-
tions des atomes une sphere de taille choisie, représentant usuellement une
molécule d'eau de rayon 1,4 A. Le volume formé par les polyédres correspond
donc au volume propre des atomes plus celui ou la molécule d’eau ne peut pas
étre intercalée. Le volume de la structure de la C-cadhérine est de 77788 A3. En
tenant compte de la séquence des acides aminés présents dans la structure2
(calcium, eau fixée et sucres compris), le rapport du nombre d'électrons par unité
de masse vaut 0,534 e/Da. La densité électronique moyenne de la C-cadhérine est
donc de 0,417 e.A3 et une masse volumique de 1,295 g.cm-3. La contribution des
ions calcium Ca?* dans la densité électronique est de 0,7%.

La structure de la VE-cadhérine n'ayant pas été résolue a ce jour, nous ne
pouvons pas calculer son volume avec le programme CCP4. Le volume du frag-
ment utilisé VE-EC1-4His est estimé a 67 587 A3 par une méthode de calcul qui
consiste a attribuer a chaque atome de la protéine, hors hydrogéne, un volume de
19,5 A3 [Andersson 1998]. La masse volumique du fragment de VE-cadhérine est
de 1,225 g.cm™ par cette méthode. Weygand et al [Weygand 2000, Weygand 2002]
ont estimé une densité électronique de 0,412 e.A-3 pour la protéine des couches S
de la bactérie Bacillus spheericus, en extrapolant le volume des acides aminés
séparés a celui de la protéine. Il semble raisonnable de prendre la méme densité
électronique moyenne pour la VE-cadhérine que pour la C-cadhérine, c’est-a-dire
0,417 e.A-3.

111.4.1.3 Estimation de la proportion d’eau dans une couche

Il est nécessaire de calculer la proportion volumique moyenne d’eau dans la
couche pour ensuite convertir les profils de densité électronique obtenus en pro-
fils de densité massique. L'évaluation de la densité électronique moyenne des
cadhérines nous permet de calculer la fraction volumique x de protéines contenue
dans la monocouche :

pmes (Z) - pH20
Pp _pH20

ou prz2o la densité électronique de 'eau (0,334 e.A3) et ppr celle de la protéine
(notre calcul). pmes est mesurée en fonction de la profondeur z dans la couche (z=0

x(z)=

19 Un polyédre de Voronoi est I’équivalent de la cellule de Wigner-Seitz dans un cris-
tal, c’est-a-dire la région des points de l’espace autour d'une particule qui sont plus

proches d’elle que de ses voisines.

20 Les acides aminés qui n'ont pas été vu dans la structure ne sont pas comptabilisés

dans le volume, nous n’en tenons donc pas compte dans ce calcul.
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a l'interface air-lipide). A partir de la proportion d'eau et de protéines dans la
monocouche, la densité électronique de la protéine seule p.p(z) est calculée par la
relation p_,(z)=x(z)-p,. La densité massique pmr(z) correspondante s'obtient

alors en multipliant la densité électronique de la protéine seule per(z) par le
rapport densité électronique/densité massique Rem :

P @gm™ |=x(2).0,.R,,.
ou p,(2)|gm™|=1,297.x(z).

I111.4.1.4 Densité massique surfacique apparente

A partir du pourcentage d'eau dans la couche protéique et de la relation den-
sité électronique/densité massique, une relation entre la densité électronique
volumique et la densité massique surfacique d peut étre calculée. Pour comparer
cette valeur a la masse surfacique apparente obtenue par ellipsométrique, il faut
tenir compte uniquement de la contribution de la protéine :

d(mgm™)=31110".%.p,.h(A),

ou X est le pourcentage moyen de protéines dans la couche et h est 1'épaisseur
de la couche de protéine.

Une deuxieme méthode d'analyse plus précise consiste simplement a calculer
l'aire sous la courbe de densité massique de protéine pmpr(z). Cette méthode est
privilégiée car elle ne fait pas intervenir 1'épaisseur de la couche de protéine, ni
une valeur moyenne.

I11.4.2 Ellipsométrie
I1I1.4.2.1 Traitement des données brutes

111.4.2.2 Calcul de 1a masse adsorbée par 1'équation de de Feijter

A partir des parameétres (ns, n;, d) déterminés par l'ajustement d'une courbe
calculée a la courbe expérimentale, 1l est possible d'évaluer la masse de protéines
adsorbée a la surface du substrat. Il existe plusieurs méthodes pour le calcul de
la masse adsorbée. Nous utilisons l'approximation de de Feijter et al. [de Feijter
1978] qui exprime la quantité de masse par unité de surface I en fonction de
l'augmentation d’indice et de I’épaisseur de la couche adsorbée.

La masse adsorbée par unité de surface I' est calculée a partir de la différence
de concentration entre la sous-phase, composée d'eau et de protéines a une
concentration cs, et la couche de méme composition mais de concentration dépen-
dant de la distance a l'interface air-eau ci(z):

F:T(cl(z)—cs)dz.
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Les auteurs expriment l'indice de réfraction moyen de la couche adsorbée
<n:> et son épaisseur moyenne <h> en fonction de l'indice du substrat ns et de
I'indice n:(z) de la couche qui dépend de la distance z a l'interface air-eau :

o

[ (@) () =n,)dz [ (2)=n)dz

<n >=2 et <h>="

[ z)=n)d=

<n, >-n,

En supposant que l'indice de réfraction de la couche ni(z) est une fonction li-
néaire de la concentration, les auteurs en déduisent une expression de la masse
adsorbée par unité de surface I':

N <n >-n,
T(mg Im™) = dn <h>(A) Equation 4
dc
. dn . , 1 . . .
ou i est l'incrément d'indice exprimé en fonction de la concentration en
c

ml/g, et T est généralement exprimée en mg/m2ou en pg/cm2.

L'expression de la masse adsorbée par unité de surface I' dépend du produit
de 1'épaisseur de la monocouche et de la différence entre l'indice de réfraction
moyen et celui du substrat. Ainsi, seul ce produit est accessible par l'analyse de
la mesure ellipsométrique. Si l'on considére la formation d'une couche a la sur-
face de l'eau, 1'évolution de T sera linéaire avec celle de la variation 0A a condi-
tion que l'indice de réfraction de la couche soit constant et que seule 1'épaisseur
varie [Jonsson 1985]. Dans le cas contraire, ou 1'épaisseur de la couche formée
est constante, mais ou son indice de réfraction augmente, la relation entre I' et
O0A n'est pas triviale. Or, dans le cas de la formation d'une monocouche de cadhé-
rine, les protéines sont orientées a la surface par un greffage spécifique sur les
lipides. On peut donc considérer que 1'épaisseur de la couche est fixée par la
taille de la protéine. En revanche, l'indice de réfraction moyen de la monocouche
varie a mesure que les protéines s'ancrent a la surface. Il s'ensuit que la relation
entre I' et A n'est a priori pas linéaire dans notre étude.

111.4.2.3 Incrément d'indice

L’incrément d’indice d—est la variation de l'indice de réfraction d’une solu-
c

tion en fonction de la concentration de protéine. Sa valeur est essentielle pour
I'estimation de I'. Dans leur étude sur 'adsorption de protéines a la surface de
I'eau en fonction de leur concentration en volume, de Feijter et al. ont montré
que l'indice de réfraction de la solution est une fonction linéaire de la concentra-
tion de la protéine. Il peut-étre mesuré avec un réfractomeétre d’Abbé. Les au-
teurs trouvent entre 0,180 = 0,003 ml/g et 0,187 + 0,003 ml/g pour des protéines
en concentration jusqu’a 0,4 g/ml. Ces valeurs sont en concordance avec la litté-
rature ou l'incrément d'indice se situe généralement entre 0,17 et 0,21
[Handbook1960]. La quantité de protéines adsorbées par unité de surface s’éléve
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a 2,9 mg/m? pour la BSA et a 6,9 mg/m?2 pour la x-caséine. Les travaux de de
Feijter et ses collaborateurs font référence pour 'estimation de I'. Le Tableau 8
dn . s
rapporte des valeurs de % et de I' a saturation de la surface pour différentes
c
protéines.

Martensson et al. ont discuté l'influence de la longueur d’onde utilisée sur
I'analyse des données ellipsomeétriques et en particulier sur ’estimation de I’
[Martensson 1995]. L'incrément d’indice et les indices varient en fonction de la
longueur d’onde. Le choix de la valeur de l'incrément d’indice n’est donc pas
facile. La valeur moyenne mesurée par de Feijter et al. (ZHN 0,19) est souvent

c

employée et concevable pour les protéines, mais il n'est pas possible de l'utiliser
pour les lipides. En effet, dans 1'équation de de Feijter, les auteurs évaluent
l'excés de masse constitué par la couche de molécules solubles dans l'eau par
rapport a la sous-phase. L'incrément d'indice est I'augmentation de 1'indice opti-
que du mélange aqueux en fonction de l'augmentation de la concentration en
protéine du mélange. Il n'a donc pas de sens pour les lipides dans le contexte
d'une monocouche, puisque les lipides forment une couche dense, sans molécule
d'eau incluse.

dn dn 2
Protéine d— (ml/g) Evaluation de — T'(mg/m
c

dc )

[de Feijter 1978]

Laser He-Ne A=632,8 nm sur eau

BSA (0,2 wt %) i . i
. 0,187+0,003 Réfractomeétre d’Abbé 2,9
Epaisseur=4,5 nm
k-caséine (0,1 wt % i
séine ( W 0) 0.18+0,003 Moyenne sur plusieurs 6.9
Epaisseur=15 nm mesures
Lysozyme 0,186%0,003 Réfractomeétre d’Abbé
B-lactoglobuline 0,181+0,003 Réfractometre d’Abbé

[Reiter 1993]
Laser He-Ne A=632,8 nm sur eau

Streptavidine (0,1 pM)

Indice = 1,470 Epais- 0,212 Réfractomeétre d’Abbé 2’08:?,’i
seur=4,5 nm ’
[Muller 1998], [Hahn Berg 2001]
Lampe Xe, A=401,5 nm sur silicium
Gélatine bovine (0,1wt%) 0.19 [Feijter1978, Maternag- 2.5

Epaisseur=38 nm han1974]

Tableau 8 : Calcul de la masse adsorbée a saturation I" pour différents systémes.

En conclusion, il est difficile de séparer la contribution des lipides de celle
des protéines dans la masse totale. Dans la suite de ce manuscrit, nous qualifie-
rons donc I' de masse adsorbée apparente. La combinaison de plusieurs techni-
ques expérimentales s’avere ici indispensable pour une bonne analyse des don-
nées ellipsométriques. Par exemple, une mesure de réflectivité X permet une
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évaluation précise de I’épaisseur des couches qui peut étre utilisée dans la mo-
délisation des angles ellipsométriques. Nous avons indiqué que la contribution
de la monocouche de lipides n'est pas additive et représente environ 10% seule-
ment de la masse adsorbée de protéines (Figure 38). Lors de certaines expérien-
ces d’ellipsométrie, nous nous intéresserons aux variations relatives de masse
adsorbée aprés changements de la sous-phase. Les valeurs de masse adsorbée T’
sont ainsi converties en un rapport AI'/Ti ou TI'i est la masse de protéine adsorbée
a saturation de la monocouche, choisie comme référence pour chaque couche
étudiée. De cette maniére, nous nous affranchissons de I'incrément d’indice et
réduisons lI'importance de la monocouche de lipides.

111.4.2.4 Suivi cinétique ellipsométrique

Jonsson et al. ont étudié l'adsorption de protéines sur une interface solide par
ellipsométrie [Jonsson 1985]. L'indice et 1'épaisseur de la couche de protéines
sont calculés par le programme de McCrackin [McCrackin 1969] a partir de dy et
O0A a la saturation (dy et A sont les différences de signal avant et apres le dépot
de protéine). Les auteurs calculent la masse adsorbée apparente I" par les deux
méthodes de de Feijter [de Feijter 1978] et de Cuypers ([Cuypers 1983], voir
Annexe 4) a partir de l'indice et de 1'épaisseur de la couche. Ils concluent que I
est proportionnel a dA pour des valeurs de I' mesurée de 1 a 4 mg/m?2. Il est aussi
possible d'évaluer la densité massique de surface I'* d'une monocouche de pro-
téines cristallisée a deux dimensions. Des densités massiques de surface calcu-
lées pour plusieurs cristaux bi-dimensionnels de protéines sont présentées dans

nm
le Tableau 22 (Annexe 4). La relation I'* :Tp’ ou n est le nombre de protéines

dans la maille, mp, la masse de la protéine, et A laire de la maille
cristallographique, décrit la densité massique de surface dans le cristal. Elle
correspond a la densité massique de surface maximale de la monocouche, puisque
la surface n'est pas entiérement recouverte de cristaux. Dans la plupart des cas,
la valeur de 4 mg/m?2 est dépassée. La densité massique surfacique varie de 1,33
mg/m? a 12,50 mg/m?2 selon les exemples. L'approximation de I' linéaire avec les
variations de A est donc insuffisante pour décrire les couches lipo-protéiques.
Pour la protéine HupR, la densité massique de surface est évaluée a 4,9 mg/m?
[Courty 2002].

111.4.2.5 Balayage angulaire ellipsométrique

Dans le cas du suivi ellipsomeétrique angulaire, la cinétique d’adsorption est
évidemment moins précise que le suivi cinétique directe (quelques points espacés
de 1 a plusieurs heures, contre un suivi point par point toutes les 3 a 10 secondes
pour les mesures a angle fixe). Le but n’est donc pas de construire une véritable
cinétique de formation de la couche, mais de connaitre précisément la quantité
de matiére a la surface de ’eau pour plusieurs états de la couche au cours de son
histoire c’est-a-dire lorsque la formation de la couche de protéine ou tout autre
changement est achevée. Les courbes de cinétiques restent utiles pour le suivi
des changements rapides.
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111.4.2.6 Erreur sur 1'évaluation de I'

Il est possible de fournir une évaluation de la masse adsorbée I' dans le cas
des mesures cinétiques parce que nous enregistrons y et A. L'estimation est
moins précise que dans le cas des mesures angulaires puisqu'un seul couple (y,A)
est mesuré a un angle donné, contre une centaine de couples de mesures acquis
lors d'un balayage angulaire. H66k et al. indiquent une déviation standard sur la
détermination de I" par ellipsométrie de 10 a 20% [Ho66k 2001]. Plus précisément,
W. Saito et al. donnent une erreur sur la détermination de I de 10% pour I' > 1
mg/m2, et de 20% pour I' < 1 mg/m? [Saito 1996]. Nous avons estimé 1'erreur faite
sur 1'évaluation de T" en la calculant, pour une méme expérience, a partir des
données y et A cinétiques au plateau de saturation et a partir de la mesure an-
gulaire effectuée immédiatement apres. Nous trouvons une différence de I' de 0,4
mg/m2. Nous estimons de maniéere générale que l'erreur sur la détermination de
la densité massique de surface obtenue par les mesures ellipsométriques est de
0,5 mg/m?2, soit 10 % pour I' > 5 mg/m?2.

I11.4.3 Cas de la protéine HupR

Il est possible d'évaluer la masse de protéine présente dans les cristaux bidi-
mensionnels de HupR a partir de la maille du cristal, de la masse de la protéine
et du nombre de protéine par maille (voir Annexe 4). On trouve une densité mas-
sique surfacique de 4,9 mg.m2 [Courty 2002]. Par les méthodes décrites dans ce
chapitre, nous avons évalué la masse de protéine HupR greffée a des lipides a
partir des mesures de réflectivité des rayons X et d'ellipsométrie. Une heure
apres l'injection des protéines, la masse adsorbée apparente de protéine évaluée
a partir des courbes ellipsométriques angulaires (Figure 37) est de 3,1 mg/m?2.
Dix-sept heures aprés l'injection, elle est de 5,1 mg/m2. L'analyse du profil de
densité électronique de la protéine HupR (voir la Figure 26) indique qu'une
masse de 5,8 mg.m2 est greffée a la monocouche lipidique. Une erreur d'environ
10% peut étre attribuée a la valeur déterminée par la mesure de réflectivité, en
provenance de la mesure et de 1'ajustement. Ces valeurs sont reportées dans le
Tableau 9. Les évaluations expérimentales sont en trés bon accord avec la dé-
termination de la masse présente dans les cristaux bi-dimensionnels. Nous utili-
serons donc ces méthodes pour déterminer la masse de protéine contenue dans
les monocouches de cadhérine.

Cristaux 2D . L. , e el
[Courty 2002] Ellipsométrie Réflectivité X
Protéine HupR 4,9 mg.m-2 5,1 + 0,5 mg.m-2 5,8 + 0,6 mg.m-2

Tableau 9 : Densité de masse surfacique de protéine HupR dans une couche greffée a une mo-
nocouche lipidique.



Chapitre IV Structures des monocouches de
cadhérines et interactions dépendantes du
calcium

Dans ce chapitre, nous présentons des mesures complémentaires d'ellipsomé-
trie et de réflectivité X effectuées sur des monocouches de C- et de VE- cadhéri-
nes. Notre systéme de référence est une monocouche de cadhérines dans des
conditions assurant a la fois un bon repliement de la protéine et permettant a
priort aux cadhérines d’interagir entre elles de manieére parallele et anti-
parallele, c’est-a-dire une concentration élevée en calcium, au-dessus de 1 mM
Ca [Pertz 1998]. A partir de ce point de départ, afin de sonder la présence de
dimeéres anti-paralléles ancrés aux lipides, nous avons effectué des mesures a
plusieurs concentrations de calcium inférieures a 1 mM. L'action d'un chélatant
d'ions divalents sur les complexes de cadhérines a également été examinée. Nous
avons comparé la quantité de protéines adsorbées et la structure de ces couches.
Enfin, pour tester l'activité adhérente des protéines et chercher a localiser les
interactions entre domaines, nous avons injecté divers fragments de cadhérines
en sous-phase et suivi l'évolution de la quantité de protéines adsorbées et du
profil de densité électronique de la couche.

Les ajustements de courbes théoriques aux mesures de réflectivité X présen-
tée dans ce chapitre ont été calculés par les programmes Parratt32 [Parratt32] et
R.Ober [Bardon1999].

Nous présentons d'abord les monocouches de lipides seuls, avant d'aborder
I'étude des couches lipo-protéiques de C-cadhérine, puis de VE-cadhérine.

IV.1 Lipides seuls

Cette section expose des expériences de réflectivité des rayons X préliminai-
res a l'étude des cadhérines et de leurs interactions. Nous nous intéressons aux
monocouches de lipides seuls pour pouvoir par la suite distinguer leur contribu-
tion dans les profils de densité électronique des couches lipides+protéines.

Idéalement, la contribution des lipides devrait étre soustraite pour laisser
apparaitre seulement la couche de protéines. Cependant, nous verrons qu'il
existe une disparité dans les monocouches de lipides et une certaine interpéné-
tration des couches qui rend la soustraction délicate. Les courbes de réflectivité
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X sur les lipides seuls restent trés utiles pendant le déroulement des expériences
puisqu'elles permettent de mettre en évidence l'adsorption de la protéine en
surface en temps réel.

Nous présentons ici les mesures effectuées sur les lipides Ni-NTA-DLGE uti-
lisés pour l'ancrage des protéines et sur le mélange de lipides diluants
DOPS:DOPE (1:7).

IV.1.1 Lipides ligands Ni-NTA-DLGE

Lors de chaque série d'expériences faites a 'ESRF, nous avons enregistré une
courbe de réflectivité X sur les lipides Ni-NTA-DLGE seuls. Le méme lot de lipi-
des a été utilisé. Les courbes sont nommées A pour la plus ancienne, B pour la
mesure intermédiaire et C pour la plus récente. La tension de surface a été me-
surée lors des dépots des couches B et C, les lipides étant déposés jusqu'a ce que
la pression de surface soit constante. Lors de l'expérience A, les lipides ont été
déposés jusqu'a observation visuelle de la saturation de la monocouche (voir
I1.2.2). La Figure 40 compare les courbes de réflectivité A, B et C obtenues. Le
signal de réflectivité est multiplié par q.* pour compenser l'approximation
asymptotique de la loi de Fresnel pour les vecteurs d'onde supérieurs au vecteur
d'onde critique qc, ce qui a pour effet d'amplifier les oscillations traduisant la
présence d'une couche fine sur le substrat. Pour des vecteurs d'onde inférieurs a
qc, la réflexion est totale. Ceci se traduit sur ces courbes par une croissance en
qz*. Le bruit de fond devient comparable a la mesure de l'intensité au grands
vecteurs d'onde, ce qui se traduit par une plus grande incertitude.

Pour chaque mesure, un profil de densité électronique a été obtenu a l'aide du
programme Parratt32 en utilisant un modele a deux couches, une pour la téte
polaire des lipides et une pour leur chaine aliphatique. Au total, un tel systeme
est représenté par onze parameétres pouvant étre ajustés : les densités électroni-
ques (3), parties imaginaires de l'indice de réfraction (3) et rugosités (3) pour les
deux couches et le substrat ainsi que l'épaisseur de chaque couche (2). Pour ré-
duire le nombre de parameétres, nous avons négligé les coefficients d'absorption
en considérant que les matériaux que nous étudions ne sont pas absorbants aux
longueurs d'onde utilisées.

La densité électronique du substrat est fixée a celle de l'eau (0,334 e.A'3).
Dans un premier temps, les rugosités des interfaces sont également fixées a celle
de l'eau (3 A, [Braslau1988]), ce qui laisse quatre parametres ajustables. Ces
parameétres sont modifiés d'abord manuellement pour approcher la courbe de
réflectivité expérimentale, puis des ajustements successifs sont effectués en
libérant progressivement les parameétres. Enfin, les rugosités sont ajustées. Le
Tableau 10 rassemble les parametres déterminés par les ajustements des trois
couches de lipides Ni-NTA-DLGE représentées Figure 40. La Figure 41 présente
les profils de densité électronique correspondants.

L'épaisseur totale de la couche de lipides Ni-NTA-DLGE est d'environ 30 A
pour les trois couches. Elle est tout a fait comparable d'une part aux valeurs de
30 A et 28,24 A calculées en tenant compte de la longueur des chaines aliphati-
ques étirées dans le chapitre précédent (Tableau 2, p. 26) et d'autre part a celle
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mesurée par S. Sivasankar par mesure de force de surface (27 + BA)

[Sivasankar2001a].
1 - Lipides Ni-NTA-DLGE
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Figure 40 : Comparaison des courbes de réflectivité X mesurées sur les monocouches de lipides
Ni-NTA-DLGE A, B, et C (symboles) et calculées (traits pleins). Pour plus de clarté, une partie des
points de mesures a été supprimée et les barres d'erreur ne sont représentées que sur la courbe B.
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Figure 41 : Profils de densité électronique des lipides Ni-NTA-DLGE associés aux courbes cal-

culées de la Figure 40. Notations :courbe 67=A, 150=B, 09=C.
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La densité électronique de la couche décrivant les chaines aliphatiques est in-
férieure a la valeur attendue, 0,27 e.A-3 [Als-Nielsen 1991]. La région polaire des
lipides est plus épaisse que la longueur attendue et en revanche, les chaines
aliphatiques apparaissent plus courtes. Cela peut s'expliquer par la difficulté
d'estimer la longueur et l'inclinaison de 1'espaceur et du groupement NTA.

Les parameétres d'épaisseurs des deux couches de 1'ajustement ne sont pas in-
dépendants, puisque la longueur totale est conservée pour les trois ajustements
et trés proche de la valeur attendue (voir Tableau 10). H. Méhwald et al. ont
indiqué une imprécision sur le partage des couches de + 5 A, soit deux fois plus
grande que l'erreur sur la détermination de l'épaisseur totale des lipides (+ ZA)
[Mohwald 1995]. Il est donc possible que les longueurs que nous trouvons pour
les deux couches ne décrivent pas exactement les tailles de la chaine et de la téte
des lipides. Un modele a trois couches pourrait permettre de mieux décrire les
courbes de réflectivité X sur les lipides : les trois couche décrivant respective-
ment les chaines aliphatiques, les tétes polaires et les groupements NTA.

La surface occupée par un lipide est évaluée a partir de la densité électroni-

que de la couche suivant la formule S = pned ou S est la surface, n. le nombre
d’électrons, d I’épaisseur et p la densité électronique.
Ni-NTA-DLGE|Ni-NTA-DLGE [Ni-NTA-DLGE| DOPS:DOPE
#A #B #C (1:7)
Couche 1
d A 14,6 8,4 10,6 13,7
o (e.A3) 0,324 0,313 0,321 0,320
c (A) 5,63 2,65 2,90 2,90
Couche 2
d (A) 15,4 21,0 17,5 11,8
p (e.A'3) 0,505 0,454 0,418 0,564
o (A) 3,07 3,91 2,56 2,77
Substrat
p (e.A'3) 0,334 0,336 0,336 0,336
o (A) 4,12 4,08 4,17 3,42
Total
d (A) 30,0 29,4 28,1 25,5
Nombre d'élec- 467 467 467 420
trons
Surface (A2) 37,2 38,1 44,0 38,1
Densité (mg/m?2) 3,8 3,7 3,2 3,3

Tableau 10 : Modéles des ajustements des courbes de lipides Ni-NTA-DLGE et du mélange de li-
pides DOPS:DOPE (1:7) et calculs de surface par lipide correspondants. d : épaisseur, p : densité
électronique, ¢ : rugosité.

Pour les lipides Ni-NTA-DLGE, I'isotherme de compression (voir Figure 13, p.
23) indique une aire par molécule au collapse de 40,6 A%/lipide alors que les me-
sures de réflectivité donnent une aire moyenne des lipides entiers variant de
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37,6 A2 pour les plus anciens (A), a 38,5 A2 (B) et 44,5 A2 pour les plus récents

(©).

Le calcul de la masse correspondant aux lipides se fait grace a la relation
densité électronique-densité massique décrite précédemment (I11.4.1, p.64). Nous
trouvons des masses surfaciques similaires a la masse calculée d'apres 1'aire par
molécule au collapse : 40,6 A2/lipide Ni-NTA-DLGE, soit 3,5 mg/m2. La couche
des lipides récente © est plus fine que les autres. Les lipides sont donc plus es-
pacés dans cette couche. Cela se traduit par une chute de la densité et une aug-
mentation de l'aire par molécule. La densité électronique moyenne de la couche
de lipides varie d'environ 0,42 e.A- pour les deux premieres couches (A-B) a
0,378 e.A-3 pour la plus récente ©. La masse surfacique suit la méme évolution de
3,7 mg/m2 (A) ou 3,8 mg/m2 (B) a 3,2 mg/m2 (C).

I1 apparait ainsi une évolution entre les trois courbes : diminution de 1'épais-
seur totale, diminution de la densité électronique globale et au niveau des tétes
polaires corrélée avec une augmentation de l'aire par molécule. Deux explica-
tions peuvent étre apportées. Il se peut qu'au cours du vieillissement des lipides,
certains ions Ni?* se soient dissociés des groupements NTA. Cependant, la perte
d'un ion nickel (24 électrons) par lipide ne serait pas suffisante pour expliquer la
baisse de densité électronique. Il est également possible que les couches B et C
contiennent simplement moins de lipides que la premiére, c'est-a-dire qu'ils for-
ment une couche moins dense. Les chaines aliphatiques peuvent étre dans ce cas
inclinées vers la surface et les bras espaceurs orientés de maniére plus aléatoire.
Cela expliquerait l'inclinaison des chaines aliphatiques et les faibles densités des
deux couches de l'ajustement observées pour les courbes B et C. Au contraire, la
courbe de réflectivité A présente un minimum piqué correspondant a une inter-
face de densité électronique abrupte entre les tétes polaires lipides et la sous-
phase.

La possibilité de perte d'ions nickel reste toutefois plausible. Pour vérifier
cette hypothese, les lipides pourraient étre rechargé?! en ion Ni2*. Il serait éga-
lement intéressant d'utiliser une cuve échantillons avec une barriére de com-
pression afin de controler la pression de surface des lipides lors de la mesure.

IV.1.2 Mélange de lipides diluants DOPS:DOPE (1:7)

Les courbes de réflectivité X mesurées et calculées correspondants aux lipides
Ni-NTA-DLGE et au mélange DOPS:DOPE (1:7) sont représentées sur la Figure

21 L. Lebeau du Laboratoire de Chimie Organique Appliquée a Strasbourg propose le
protocole simplifié suivant (communication personnelle). Les lipides doivent étre évapo-
rés a sec, puis dilués dans du chloroforme a une concentration d'environ 1 a 10 mg/ml.
Cette solution sera mélangée a un volume d'une solution aqueuse de NiClz a une concen-
tration 5 mg/ml. L'émulsion obtenue sera agitée pendant 5 minutes puis laissée a décan-
ter. La phase aqueuse sera alors éliminée avec une pipette (phase supérieure). Pour
éliminer les traces d'ions nickel non complexé, 1'opération sera répétée trois fois apres

avoir ajouter 1 volume d'eau pure a la phase organique.
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42 et les profils de densité électronique sur la Figure 43. Pour la comparaison,
nous avons choisi la couche de lipides Ni-NTA-DLGE la plus ancienne (courbe A)
car, dans le cas de 1'hypotheése de vieillissement des lipides, elle correspond aux
lipides les plus frais. Le profil de densité électronique indique que la téte polaire
des lipides ligands Ni-NTA-DLGE est moins dense mais plus étendue que celle
du mélange de lipides DOPS:DOPE (1:7). Cela est dG a la présence du bras espa-
ceur liant le groupement NTA et 1'ion Ni%* a la téte des lipides Ni-NTA-DLGE.
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Figure 42 : Comparaison des courbes de réflectivité X mesurées (symboles, pour plus de clarté,
un points de mesures sur cing est conservé) et calculées (traits pleins) lipides Ni-NTA-DLGE et au
mélange DOPS:DOPE (1:7)
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Figure 43 : Comparaison des profils de densité électronique correspondant aux lipides Ni-NTA-
DLGE et au mélange DOPS:DOPE (1:7).
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IV.1.3 Conclusion

Les profils de densité électronique obtenus pour les lipides sont nécessaires
pour la comparaison avec les profils de densité électronique des couches de pro-
téines. Ne connaissant pas les détails structuraux de l'interaction entre la pro-
téine et le lipide, i1l n'est pas possible de soustraire simplement la contribution
des lipides au profil de densité électronique de la couche lipo-protéique. A basse
résolution, nous pouvons néanmoins l'estimer a partir des mesures présentées
ici. Nous obtenons un profil de densité électronique des protéines seules que
nous jugeons satisfaisant jusqu'a une distance proche des lipides. Il se trouve
alors une couche mince d'environ 1nm dans laquelle il n'est pas possible de diffé-
rencier les deux contributions. Les profils de densité électronique sont légere-
ment différents d'une monocouche de lipides a l'autre. Cela provient notamment
du fait que, pendant la mesure de réflectivité X, il n'était pas possible de
contréler pas la tension de surface de la couche.
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IV.2 Etude du fragment C-EC1-5His de C-cadhérine

Ce travail a été effectué en collaboration avec D. Leckband et S. Sivasankar
de 1'Université d'Illinois a Urbana-Champaign (Etats-Unis). L'objet de cette
collaboration est 1'étude des mécanismes d'interactions homotypiques entre mo-
lécules d'adhérence cellulaire et en particulier 1'étude de la partie extracellulaire
de C-cadhérine.

Dans le cadre de 1'étude des molécules d'adhérence cellulaire, D. Leckband
utilise un appareil de mesure de force de surface permettant de déterminer les
forces d'interaction entre deux monocouches de protéines greffées sur des surfa-
ces de mica plat a 1'échelle atomique [Leckband 1993, Leckband 1995]. La force
mesurée est reliée aux interactions entre plus de 105 molécules. Elle apporte
donc des informations sur les interactions moyennes entre les molécules. Dans
cet appareil, la distance entre les deux surfaces est mesurée avec une résolution
de 0,1 nm par interférométrie optique. La force mesurée est proportionnelle a
I'énergie d'interaction multipliée par le rayon de courbure de la surface. La dé-
termination de la force entre les deux surfaces conduit a une résolution de 0,1
mN/m sur 1'énergie d'interaction [Leckband 1995].

Les surfaces de mica utilisées par S. Sivasankar et al. dans l'appareil de me-
sure de force sont recouvertes de lipides chélatant les ions nickel afin de fixer
des fragments de C-cadhérine C-EC1-5His [Sivasankar 1999, Sivasankar 2001b].
lors de ces expériences, les monocouches du fragment C-EC1-5His sont préparées
en l'absence de calcium, les fragments ayant au préalable incubé 30 minutes
dans une solution tampon contenant environ 28 mM d'EDTA afin de dissocier les
complexes cis et trans de C-cadhérine et d'obtenir une monocouche de fragments
monomériques [Sivasankar2001a]. Les mesures de force de surface ont ensuite
été effectuées en présence d'ions calcium pour permettre les interactions entre
fragments de C-cadhérine (solution contentant 2 mM d'ions Ca2*). Les monocou-
ches de lipides utilisées sont constituées de mélanges de lipides ligands et di-
luants de maniere a obtenir une monocouche de fragments C-EC1-5His monomé-
riques suffisamment espacés les uns des autres pour permettre les interactions
entre les fragments des surfaces en vis-a-vis.

Sivasankar et al. ont mesuré les énergies d'interaction entre deux monocou-
ches des fragments extracellulaires C-EC1-5His de C-cadhérine et ont ainsi dé-
terminé trois alignements adhérents antiparalléles [Sivasankar 2001b]. La
Figure 9 (chapitre II) présente schématiquement les trois types d'association
anti-paralléle observées. Ces mesures suggerent que le mécanisme de dissocia-
tion des complexes de fragments extracellulaires de C-cadhérines n'est pas
abrupt, mais que les fragments "glissent" les uns sur les autres en interagissant
successivement selon les trois types d'association. D'aprés les auteurs, le déta-
chement entre les fragments de C-cadhérine en trois étapes successives pourrait
servir de frein naturel a la dissociation des complexes antiparalléles de cadhéri-
nes reliant deux cellules adjacentes et ralentir de ce fait la rupture de 1'adhé-
rence entre les cellules. Ce mécanisme pourrait ainsi stabiliser les jonctions
adhérentes entre les cellules. Cependant, ce détachement en trois étapes ou glis-
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sement des fragments extracellulaires de C-cadhérine conduit a une incertitude
dans la détermination des domaines extracellulaires impliqués dans les com-
plexes successifs.

Dans ce travail de thése, nous avons cherché a déterminer la structure de
monocouches de complexes cis ou trans de fragments extracellulaires de C-
cadhérine, afin de localiser les interactions le long des domaines. La technique
de réflectivité des rayons X sur des monocouches de lipides+protéines, qui per-
met de déterminer des profils de densité électronique suivant la normale a la
monocouche, est donc bien adaptée a cette étude. Nous avons cherché a caracté-
riser l'orientation des fragments de C-cadhérine dans les complexes, c’est-a-dire
si les complexes sont formés de fragments paralleles ou antiparalléles. L'ellip-
sométrie nous a permis d'évaluer une densité surfacique apparente de fragments
C-EC1-5His ancrés a une monocouche de lipides et la variation de cette densité
en fonction de la concentration environnante en calcium.

Dans cette section, la mise en évidence de la formation d’une monocouche de
C-cadhérines C-EC1-5His par l'interaction de 1'étiquette polyhistidine avec l'ion
nickel des lipides ligands Ni-NTA-DLGE est d'abord présentée. Puis, nous pré-
sentons les variations d'adsorption du fragment C-EC1-5His de C-cadhérine a
une monocouche de lipides en fonction (1) de la concentration initiale en calcium
de la sous-phase que nous faisons varier de 0 mM a 5mM CaClz; (2) de 1'appau-
vrissement de la concentration en calcium par dilution ou par ajout du chélatant
EGTA.

Nous présentons enfin des expériences d'auto-assemblage de fragments C-
EC1-5His et des essais de formations de complexes mixtes de C-EC1-5His avec
les fragments de C-cadhérine plus courts comportant un nombre restreint de
modules extracellulaires.

IV.2.1 Interaction non-spécifique

Les fragments que nous avons étudiés sont composés des cinq domaines ex-
tracellulaires de C-cadhérine et d'une étiquette polyhistidine en position C-
terminale (voir II.1.4.1, p. 16). L'objet de cette section est de vérifier que les
protéines s'ancrent aux lipides via des interactions entre une histidine et un ion
nickel en évaluant l'adsorption dite non-spécifique, c'est-a-dire la quantité de
protéines qui se déposent sous les lipides en 1'absence de cette interaction.

Pour ce faire, nous avons élaboré une monocouche de lipides diluants DOPC
sans lipides ligands et procédé a des mesures ellipsométriques sur la monocou-
che de lipides avant et apres l'injection du fragment dans la sous-phase. Apres
I'injection des protéines, la sous-phase a été homogénéisée par la pompe péristal-
tique pendant 1h50. Le signal devient assez bruité comme le montre le suivi
cinétique présenté sur la Figure 44. Des mesures ellipsométriques angulaires
successives ont été enregistrées et sont présentées sur la Figure 45. Les mesures
ont été effectuées sur la solution tampon seule et sur la monocouche de lipides
DOPC avant l'injection du fragment C-EC1-5His, puis 45 minutes et 26 heures
apres l'injection. Pour chacune nous avons calculé une courbe ellipsométrique en
faisant varier les parameétres (indice du substrat, indice et épaisseur de la cou-
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che) pour obtenir le meilleur ajustement visuel. A partir de ces parametres, nous
avons calculé la masser adsorbée apparente a partir de 1'équation de de Feijter
(voir I11.4.2.2, p. 66).
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Figure 44 : Suivi cinétique ellipsométrique des angles A et y. Le dépdt des lipides DOPC puis
I'injection des fragments C-EC1-5His sont indiqués. Les fléches grises indiquent les instants ou ont
été enregistrées les mesures angulaires successives présentées sur la Figure 45. Conditions Expé-
rimentales : [C-EC1-5His] = 0,5 yM, [Caz+] =2 mM.

Les courbes ellipsométriques successives sont trés semblables a celle des lipi-
des seuls. La monocouche semble donc constituée essentiellement de lipides. Le
suivi cinétique montre que la quantité de matiere adsorbée a la surface fluctue
dans le temps, ce qui traduit une forte hétérogénéité de la couche avec vraisem-
blablement des ilots de protéines ou d'impuretés. Une couche résiduelle de ma-
tiére est observée a la surface de la solution tampon avant méme le dépot des
lipides. Ce sont probablement des surfactants provenant du tampon et restant
apres le lavage des cellules en Teflon. Nous avons toujours observé de telles
couches de pollution qui ne semblent pas affecter l'ancrage des protéines. Nos
mesures étant par la suite des moyennes sur de grandes surfaces par rapport a
la taille des éventuelles d'impuretés, elles n'y sont pas sensibles. Une méthode
d'imagerie, comme le microscope a angle de Brewster, sera beaucoup plus sensi-
ble a ces impuretés.

Nous avons mentionné que 1'équation de de Feijter n'a pas de sens pour éva-
luer la masse surfacique apparente d'une monocouche lipidique (voir I111.4.2.2, p.
66). En effet, la masse adsorbée apparente de la monocouche de lipides DOPC est
estimée ici a 0,9 mg/m?2 par application de cette équation. La masse molaire du
lipide DOPC étant de 786 g/mol, cette masse surfacique représente une aire

M ige (g)
T(mg/m?)
d'un lipide). Les lipides ont été déposés a une pression de surface de 48 mN/m.
Or, l'isotherme d'une monocouche de lipides DOPC indique que, juste avant le
collapse de la monocouche pour une pression de surface de 45mN/m, l'aire par
molécule est de 70 A2 (Mozzaffary1994). L'aire par lipide mesurée par ellipsomé-

moyenne par lipide de 148 A2 (aire (A*) = 10, oU muipiae est la masse
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trie est donc sur-évaluée. Ce paradoxe provient du choix de l'incrément d'indice

% utilisé dans 1'équation de de Feijter. Cependant, nous verrons que la masse
c

de protéines adsorbées spécifiquement est prés de 10 fois supérieure a celle de
lipides. Nous continuerons donc d'utiliser l'approximation de de Feijter et al.

dn ., ) ..
avec — = 0,19 pour calculer les densités massiques de surface de la couche lipi-
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Figure 45 : Mesures ellipsométriques angulaires sur une couche de lipides DOPC avant et aprés
injection du fragment C-EC1-5His. Les mesures sont représentées par des symboles et les courbes
calculées par des lignes pleines. Conditions Expérimentales : [C-EC1-5His] = 0,5 uM, [Ca2+] =2 mM.
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En conclusion, trés peu de fragments de C-cadhérine se sont déposés sous la
monocouche de lipides DOPC. L'adsorption non spécifique sous les lipides est
négligeable pour notre étude. Dans la suite de cette étude, nous présentons des
expériences réalisées avec des lipides ligands possédant un ion nickel. L'interac-
tion entre 1'ion nickel et 1'étiquette polyhistidine permettra d'obtenir une mono-
couche de fragments de C-cadhérine orientés de la méme maniére que les cadhé-
rines a la surface d'une cellule.

IV.2.2 Effets de la concentration initiale en calcium

D'aprés le modele d'interaction entre fragments extracellulaires de E-
cadhérine de O. Pertz et al., les cadhérines forment des assemblages antiparal-
leles pour une concentration élevée en calcium, c’est-a-dire supérieure a 1 mM
(voir I1.1.3.1, p. 8) [Pertz 1998]. Ces complexes trans sont vraisemblablement
composés de deux dimeéres paralléles en vis-a-vis. Entre 0,5 mM et 1 mM de cal-
cium, seuls les complexes paralléles peuvent se former et pour des concentra-
tions en calcium inférieures a 0,5 mM, aucune interaction entre les cadhérines
n'est observée. Dans cette section, nous cherchons a déterminer la structure
transversale et la densité surfacique de monocouches du fragments C-EC1-5His
en fonction de la concentration initiale en calcium de la sous-phase. Par ces me-
sures, nous cherchons a déterminer 1'état oligomérique de fragments de C-
cadhérine liés aux lipides, c’est-a-dire si les fragments se sont adsorbés sous
forme monomérique ou sous forme de complexes cis ou trans.

Iv.2.2.1 Monocouche de référence : [Ca2*] = 5 mM

Nous appelons "référence" une monocouche de fragments C-EC1-5His ancrés a
des lipides ligands Ni-NTA-DLGE, dans une sous-phase constituée de solution
tampon contentant 5 mM de CaCls. A une telle concentration en calcium, les
cadhérines sont capables de former des associations cis et trans.

Mesure ellipsométrique

Une mesure de la cinétique de I’adsorption des fragments C-EC1-5His aux li-
pides Ni-NTA-DLGE par ellipsométrie est présentée sur la Figure 46. La concen-
tration initiale de la solution de fragment C-EC1-5His est de 18,6 uM, ce qui
équivaut a pres de 40 % de dimeéres et 60 % de monomeéres d'aprés la courbe
d'équilibre dimére-monomeére déterminée par S. Chappuis-Flament et al. (Figure
10, p.18) [Chappuis-Flament 2001]. Aprés injection de cette solution protéique
dans la sous-phase, une concentration de la solution de fragments C-EC1-5His
dans la sous-phase de 1 uM est atteinte, ce qui est suffisant pour une adsorption
assez rapide.

Le temps t=0 est fixé a 1'instant de 1'injection des protéines. L'adsorption peut
étre décrite en deux étapes : une premiere tres rapide de cinq minutes ou y at-
teint 85% de sa valeur de plateau, puis un processus lent ellipsométriques d'en-
viron sept heures menant a la stabilisation des angles ellipsométriques a
y=3,60° et A=210,1°. Par comparaison de ces valeurs aux angles calculés par le
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programme Fresnel (voir II1.2, p. 39), et en utilisant la relation de de Feijter, une
densité massique de surface de 10,1 mg/m?2 est évaluée.

Un méme type de comportement d'adsorption en deux étapes a été observé
par Reiter et al. lors de la formation d'une monocouche de streptavidine ancrées
a des lipides biotinylés [Reiter1993]. Pour les auteurs, la premiere étape rapide
est due a la concentration initiale en protéine élevée qui entraine une forte
concentration locale au voisinage de la surface. Les protéines se lient immédia-
tement aux lipides, puis le lent processus consécutif serait di a un réarrange-
ment des protéines en surface. Nous avons observé ce phénomeéne plusieurs fois
pour des concentrations de la sous-phase en fragments de C-cadhérines de 1uM
ou 1,5uM.
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Figure 46 : Cinétique d’adsorption de la cadhérine C-EC1-5His aux lipides Ni-NTA-DLGE. Condi-
tions Expérimentales : [C-EC1-5His]=1uM, [Ca2+] = 5 mM, angle d'incidence 52,5°, A=400 nm (y en
clair, A en noir). La fleche indique l'injection des protéines.

Réflectivité des rayons X

Sur la Figure 47 sont présentées une courbe de réflectivité X mesurée sur une
couche de référence apres environ 4 heures d'incubation et une courbe calculée et
ajustée par le programme RefX. Des interférences de courte période en q. appa-
raissent superposées a l'oscillation principale attribuée aux lipides. Elles tradui-
sent la présence d'une couche supplémentaire d'environ 19 nm. Le profil de den-
sité électronique qui est déterminé a partir de cet ajustement est présenté
Figure 48 ainsi que le profil de densité électronique de la monocouche de lipides
seuls.

Le profil de densité électronique présente un pic de forte densité entre 0 et
3,7 nm qui correspond aux lipides et a une partie du fragment C-EC1-5His pres
de 1'ion Ni?*. Une couche de densité électronique moyenne 0,378 e. A3 s'étend
d'une profondeur de 3,7 nm a 17,2 nm. Cette couche peut étre divisé en deux
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parties : la premieére de 7,5 nm d'épaisseur présente un maximum de densité
électronique de 0,394 e.A3 et la seconde est épaisse de 6,2 nm et avec un maxi-
mum de 0,376 e.A3. Puis, a partir d'une profondeur de 17 nm, le profil décroit
lentement vers la densité électronique de l'eau qui est atteinte a une profondeur
de 20 nm.

Cette décroissance lente qui peut étre décrite comme une apparente rugosité
de la monocouche est commune a tous les profils de densité électronique que
nous avons évalués. Elle peut provenir d'une part de l'ajustement utilisé et en
particulier de 1'épaisseur maximale autorisée et d'autre part de la monocouche
de protéines elle-méme qui peut présenter une inhomogénéité d'épaisseur. Par
conséquent, nous considérerons que la couche lipides+protéines mesure 19 + 1
nm, en prenant comme limite a 1'épaisseur de la couche le milieu de la décrois-
sance de densité électronique. D'apres le profil de densité électronique des lipi-
des seuls, la monocouche de lipides a une épaisseur de 3 nm. Au sein de la cou-
che lipides+protéines, les fragments C-EC1-5His forment donc une couche de 16
nm.
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Figure 47 : Courbe de réflectivité (LJ) et ajustement (-) par un modele sur une monocouche de C-
cadhérine C-EC1-5His ancrée a une monocouche de lipides Ni-NTA-DLGE. Conditions Expérimenta-
les : [Ca**]= 5 mM, [C-EC1-5His] = 0,5 uM.
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Figure 48 : Profils de densité électronique comparés : lipides Ni-NTA-DLGE seuls et avec la mo-
nocouche de C-cadhérine C-EC1-5His. La densité électronique de I'eau est indiqué a 0,334 e. A2

Masse de protéine dans la monocouche

La proportion d'eau et de cadhérine dans la monocouche présentée sur la
Figure 49 a été calculée a partir de la densité électronique moyenne du fragment
C-EC1-5His évaluée a 0,417 e.A3 (voir I11.4.1.2, p. 65). La couche de fragments
est composée en moyenne de 53 % de cadhérine et 47 % d'eau. La contribution
des lipides a été soustraite mais l'opération est délicate et un peu faussée pres de
la téte polaire des lipides. A partir de cette courbe, il est aisée de calculer la
densité électronique de protéine seule et la densité massique de protéine en sur-
face par la méthode décrite précédemment (paragraphe II1.4.1.4). Ensuite, la
densité massique dans la couche de protéine en fonction de la profondeur z est
utilisée pour calculer la masse totale de fragments C-EC1-5His liés aux lipides.
La densité massique surfacique de protéines dans cette monocouche est de 8,1
mg/m2. Cette valeur est proche de l'estimation par ellipsométrie de la masse
apparente lipide+protéine (10,1 mg/m2 aprés 20 heures d'incubation). Dans le
calcul de la densité a partir de la réflectivité X, la contribution des lipides est
soustraite au profil de densité électronique, alors que leur contribution ne peut
pas étre soustraite simplement dans le cas de l'ellipsométrie (voir 111.4.2.3, p.67).
Cela explique sans doute la différence observée. Ces deux valeurs constituent
pour chaque technique une référence nous permettant de comparer les quantités
de cadhérines adsorbées en fonction de la concentration en calcium présent dans
la sous-phase.
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Figure 49 : Pourcentage de fragments C-EC1-5His dans la monocouche. La contribution des lipi-
des au profil de densité électronique a été soustraite. Le pourcentage des cadhérine prés de la téte
polaire des lipides est probablement surestimé. Pour le calcul, la densité électronique du fragment C-
EC1-5His est égale a 0,417 e. A3

Structure dans la monocouche

L'épaisseur totale de la monocouche de fragments C-EC1-5His que nous avons
mesuré (16 nm) peut étre comparée a la longueur des domaines extracellulaires
de cadhérines mesurée ou évaluée dans la littérature (voir I1.1.3.2, p.9). Un do-
maine extracellulaire mesure environ 4,7 nm, la longueur des cinq domaines
alignés est donc de 23,5 nm comme indiqué sur la Figure 50 a). Cependant, dans
la structure résolue par T. Boggon et al. [Boggon 2002], la longueur projetée sur
un axe paralléle a la protéine est de 21 nm seulement en raison de la courbure de
la molécule. Nos résultats peuvent étre interprétés de plusieurs maniéres :

a) les protéines seraient inclinées en moyenne de 47° par rapport a la nor-
male en prenant comme référence une longueur de 23,5 nm correspondant a une
configuration rectiligne (Figure 50 b);

b) les protéines seraient inclinées en moyenne de 40° en considérant une lon-
gueur de 21 nm pour une cadhérine faiblement incurvée (Figure 50 c);

c) les protéines seraient fortement incurvées et non inclinées (Figure 50 d).

Ces angles d'inclinaison sont proches de l'angle d'inclinaison par rapport a la
surface cellulaire de 40° estimé par T. Boggon et al. a partir de la structure du
fragment C-EC1-5His présentée sur la Figure 6 (p. 12).
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Figure 50 : Représentation schématique des inclinaisons possibles pour la C-cadhérine dans la
monocouche. La cadhérine est orientée par la liaison du domaine 5 avec un lipide.

Des diméres cis?

La monocouche de fragments C-EC1-5His présente une inhomogénéité
d'épaisseur puisque le profil de densité électronique est trés rugueux entre la
couche de protéine et la sous-phase. De plus, une sur-densité électronique est
visible a une profondeur de 17 nm, juste avant que le profil ne diminue lente-
ment vers la densité de l'eau. Cette région contient plus de 50% de cadhérine.
Ces observations suggerent que le domaine EC1 est incliné par rapport a la ver-
ticale, et par conséquent par rapport aux domaines précédents.

Figure 51 : Représentations schématiques des C-cadhérines ancrées aux lipides indiquant des
géomeétries possibles d'interactions cis (a gauche) et trans (a droite).

T. Boggon et al. [Boggon 2002] ont estimé que les domaines EC1 et EC5
étaient presque a angle droit dans la structure calculée. Dans les modéeles de B.
Nagar et al. [Nagar1996] et de O. Pertz et al. [Pertz1999], les fragments EC1-2
forment un dimeére cis dans lequel les domaines EC1 et EC2 de deux fragments
voisins interagissent de maniére croisée. L'épaisseur de la couche de fragments
de C-cadhérine mesurée et les modeles ¢ et d que nous exposons sont concordants
avec ces travaux. Le profil de densité électronique de la monocouche du fragment
C-EC1-5His suggere en effet que le domaine EC1, incliné par rapport aux autres
domaines, pourrait étre associé a son homologue d'une cadhérine voisine en un
dimeére cis comme le présente schématiquement la Figure 51 a). Finalement, en
tenant compte de la structure de la partie extracellulaire résolue par T. Boggon
et al., le modeéle le plus vraisemblable est la combinaison de courbure et d'incli-
naison indiquée la Figure 50 c). Ainsi, les fragments de C-cadhérine qui se sont
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ancrés aux lipides Ni-NTA-DLGE sont incurvés et pourraient former des com-
plexes cis avec leurs voisins (Figure 51 a).

Ou des dimeéres trans?

S. Sivasankar et al. ont montré que les fragments extracellulaires de C-
cadhérine de deux surfaces en vis-a-vis formaient des complexes adhérents selon
trois profondeurs d'interdigitation (voir la Figure 9 du chapitre II et
[Sivasankar2001a], [Sivasankar2001b]). Les C-cadhérines peuvent interagir
lorsqu'elles sont totalement interdigitées, c'est-a-dire que le domaine 1 fait face
au domaine 5, le domaine 2 au domaine 4, et les domaines 3 entre eux. Dans ce
cas, le complexe mesure 25 nm. Elles interagissent aussi en formant un complexe
de 32nm, les cadhérines étant dans ce cas décalées d'environ 1,5 domaines. En-
fin, i1l se forme un troisiéme complexe de 40 nm de longueur ou seuls les domai-
nes 1 et 2 se recouvrent (voir Figure 9). L'épaisseur de la monocouche de frag-
ments C-EC1-5His que nous avons mesurée par réflectivité X n'est pas compati-
ble avec les deux types d'association mettant en jeu des fragments décalés, car
ceux-ci sont bien plus long que les 16 nm observés. En revanche, il est possible
que des complexes totalement interdigités soient ancrés en surface. Le profil de
densité électronique présente un surplus de densité contenant plus de 60% de
cadhérine preés de la téte polaire des lipides. Les deux surplus de densité symé-
triques que nous observons pourraient correspondre a des domaines EC1 inclinés
par rapport aux autres domaines, appartenant a des fragments de cadhérine
interagissant en sens inverse comme le montre la Figure 51 b). Notons que, dans
ce cas, un seul des fragments de cadhérine est 1lié a la monocouche de lipides par
I'étiquette polyhistidine du domaine EC5.

En conclusion, 1'observation du profil de densité électronique de la monocou-
che de référence de fragments C-EC1-5His ancrés aux lipides (Figure 48) montre
que (1) les fragments C-EC1-5His forment une couche assez rugueuse de 16 nm
et (2) cette couche est composée a ses extrémités de deux sur-densités composées
de plus de 50 % de protéines.

A partir de ces premiers résultats, nous pouvons proposer plusieurs hypothe-
ses en fonction de 1'état oligomérique des fragments C-EC1-5His ancrés aux lipi-
des et de 1'alignement des domaines :

e les fragments de C-cadhérine seraient sous forme monomérique et les sur-
densités seraient le reflet de 1'orientation des fragments par rapport a la sur-
face et peut-étre des domaines extracellulaires (Figure 50 ¢ et d).

o les fragments seraient sous forme de dimeres cis et les régions plus denses
seraient le reflet des conformations d'interaction (Figure 51 a).

o les fragments seraient sous forme de dimeéres trans formés par des frag-
ments de C-cadhérine monomériques ou formant des dimeéres cis (Figure 51

b).

Dans la suite de cette section, nous étudions les effets de la variation de la
concentration de calcium dans la sous-phase a 1'état initial pour discuter ces
hypotheses.
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1v.2.2.2 Concentration en calcium "intermédiaire" de 0,5 a 2 mM Ca?*

Premier cas : [Ca?*] =2 mM

Nous considérons une monocouche de fragments C-EC1-5His incubés dans
une solution tampon contenant a 2 mM de calcium sous les lipides Ni-NTA-
DLGE. La Figure 52 présente les variations des angles ellipsométriques au cours
de l'adsorption des fragments aux lipides. Une densité massique de surface de
9,4 mg/m? est calculée a partir des angles y et A a saturation. Cela représente
7% de masse adsorbée apparente en moins que dans le cas de la monocouche de
référence incubée a 5 mM de calcium.
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Figure 52 : Cinétique d’adsorption de la cadhérine C-EC1-5His aux lipides Ni-NTA-DLGE. Condi-
tions Expérimentales : incidence 52,5°, A=633 nm, [Ca2+] = 2 mM, [C-EC1-5His]=0,5 pM. (y en clair,
A en noir).

La cinétique d'adsorption est semblable a celle de la monocouche de référence
puisqu'elle est composée de deux étapes : une adsorption rapide de protéines
pendant 30 minutes suivi d'une évolution plus lente s'étalant sur dix heures. Le
premier processus d'adsorption est plus lent car la concentration en fragments
dans la sous-phase est réduit de moitié. Parmi l'ensemble des mesures effectuées
avec injection du fragment C-EC1-5His par pergage de la monocouche de lipides,
il a été rarement observé des courbes de cinétiques sans ce double processus
d'adsorption. Comme nous l'avons discuté auparavant a propos de la monocouche
de référence, ce phénomeéne est attribué a la forte concentration initiale en frag-
ment. Un "accident" apparait entre les temps 0,5 et 1,5 heures, correspondant
vraisemblablement a des inhomogénéités de la couche adsorbée que la convection
de surface fait circuler dans la zone du faisceau laser. Ce phénomeéne a été ob-
servé plusieurs fois.
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Deuxiéme cas : [Ca®t] = 0,5 mM

Nous considérons une monocouche de fragments C-EC1-5His incubés sous les
lipides Ni-NTA-DLGE dans une solution contenant 0,5 mM d'ions Ca?*. La ciné-
tique d'adsorption des fragments a la monocouche lipidique est présentée sur la
Figure 53. L'analyse d'une courbe ellipsométrique angulaire mesurée sur cette
monocouche apres 17,5 heures d'incubation indique une densité massique de
surface de 8,7 mg/m2, soit 13% de moins que dans le cas de la monocouche de
référence, apres 20 heures.
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Figure 53 : Cinétique d’adsorption de la cadhérine C-EC1-5His aux lipides Ni-NTA-DLGE. Condi-
tions Expérimentales : incidence 53,5°, A=459 nm, [Ca2+]=0,5 mM, [C-EC1-5His]=0,5 pM. (v en clair,
A en noir).

Réflectivité X

Nous avons effectué une mesure de réflectivité effectuée sur une monocouche
de fragments C-EC1-5His cinq heures apres leur injection sous les lipides Ni-
NTA-DLGE dans une solution contenant 1 mM d'ions Ca2*. La Figure 54 pré-
sente cette mesure ainsi que l'ajustement calculé par le programme RefX. Le
profil de densité électronique déterminé a partir du calcul est présenté sur la
Figure 55 a) et la proportion de cadhérine dans la monocouche est représentée
sur la Figure 55 b).

Le profil de densité électronique correspondant a cette monocouche est com-
paré celui de la monocouche de référence (voir la Figure 48). La monocouche
lipidique mesure 3,1 nm. La couche attribuée aux fragments de C-cadhérine
s'étend sur 16 nm. Le profil de densité électronique est divise en deux parties de
7,2 nm et 7,8 nm d'épaisseur et de densités électroniques comparables séparées
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par un creux de densité au centre de la couche. A partir du profil de densité
électronique, les proportions d'eau et de cadhérine au sein de la couche sont
évaluées en moyenne a 49 % de protéine. La densité massique de surface de la
couche de cadhérine est de 7,5 mg/m2, soit une différence de 7,5 % par rapport a

la couche de référence.

Discussion : une monocouche déja structurée

D'apreés les travaux du groupe de J. Engel, les cadhérines sont susceptibles de
former des complexes trans pour des concentrations en calcium supérieures a 1
mM [Pertz 1998]. Or, les mesures d'ellipsométrie et de réflectivité X que nous
avons présentées indiquent une légere différence d'adsorption entre la couche de
fragments de C-cadhérine de référence, incubées dans une solution riche en ions
Ca?* (5 mM), et celle incubée dans une solution plus pauvre en ions Ca?* (1 ou 2
mM). Cette adsorption moindre correspond a une couche de fragments moins
dense, qui pourrait étre une couche "gonflée" en raison de moindres interactions.

C-EC1-5His 1 mM Ca**
Lipides Ni-NTA-DLGE
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2Figure 54 : Courbe de réflectivité expérimentale et ajustement. Conditions Expérimentales :
[Ca®"]=1 mM, [C-EC1-5His] = 0,5 uM.
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Figure 55 : a) Comparaison des profils de densité électronique des monocouches incubées avec
1 mM Ca®" et 5 mM Ca®". b) Proportion de fragment C-EC1-5His dans la couche attribuée a la pro-

téine pour la monocouche incubée a 1 mM ca®".

Iv.2.2.3

Mesures ellipsométriques

Faible concentration en calcium

Des fragments C-EC1-5His sont incubés dans une solution contenant 0,1 mM
d'ions Ca?*. L'adsorption des C-cadhérines a la couche de lipides Ni-NTA-DLGE
est suivie par ellipsométrie et présentée sur la Figure 56. Des fluctuations plus
importantes au cours des deux premiéres heures traduisent sans doute une plus
grande inhomogénéité de la couche adsorbée dérivant sous le faisceau laser. Une
mesure ellipsométrique angulaire a été effectuée 5,5 heures apres l'injection des
protéines, lorsque la saturation a été atteinte (Figure 57). L'analyse des angles y
et A a saturation indique que la densité massique de surface est de 7,3 mg/m?2,
soit 27 % de moins que dans le cas de la monocouche de référence incubée avec 5

mM de Ca?* pendant 20 heures.



93

4.0

3.5+

3.0

2.5+

2.0

1.5+

1.0+

0.5

0.0

A=459 nm 6=53,5°

Protéines

0 1 2 3 4 5 6
Temps (h)

. 140

120

100 A (%)

80

60

40

20

Figure 56 : Cinétique d’adsorption de la cadhérine C-EC1-5His aux lipides Ni-NTA-DLGE. Condi-
tions Expérimentales : incidence 53,5°, A=459 nm, [Ca2+]=0,1 mM, [C-EC1-5His]=0,5 yM. (y en clair,

A en noir).
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Figure 57 : Mesures ellipsométriques angulaire faite 6h30 aprés l'injection des protéines (y en O
gris, A en O noir. Les symboles sont les points de mesure, les courbes sont calculées).

Réflectivité des rayons X

Une mesure de réflectivité sur une couche de fragments C-EC1-5His formée
sous les lipides Ni-NTA-DLGE et incubée 2h30 dans une solution tampon a 0,1
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mM de CaCl: est représentée sur la Figure 58 avec un ajustement calculé.
D'aprés les données ellipsométriques, la monocouche est proche de son état
d'équilibre a cet instant. Le profil de densité électronique présenté sur la Figure
59a indique que 1'épaisseur de la couche de lipides est de 3 nm et 1'épaisseur de
la couche de fragment C-EC1-5His est d'environ 15 a 16 nm comme dans les cas
précédents. L'analyse du profil de densité électronique montre que la couche
attribué aux fragment de C-cadhérine est composée de 47 % de protéine. Une
densité massique de surface de 7,2 mg/m? est calculée a partir du profil de densi-
té électronique soit une déviation de 11,7% avec la monocouche de référence. La
différence obtenue par ellipsométrie est, comme dans les cas précédents, plus
importante que celle obtenue par réflectivité X.

Discussion : des monoméres de C-cadhérine ?

Le profil de densité électronique est cependant relativement différent du pro-
fil de la monocouche de référence. La densité décroit lentement vers celle de
I'eau dés une profondeur de 13 nm, alors que dans le profil de référence, la limite
protéine-eau est plus nette, formant une marche. Nous attribuons cette caracté-
ristique a une désorganisation partielle de la couche de protéine résultant des
interactions entre des fragments de C-cadhérine. A faible concentration en cal-
cium, les fragments extracellulaires de cadhérines n’interagissent pas et ne sont
pas supposés former de complexes trans ou cis. Il est donc probable que davan-
tage de fragments monomérique se sont ancrés aux lipides.

2 +
1 C-EC1-5His 0,1 mM Ca®
Lipides Ni-NTA-DLGE

107 A Expérience
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Figure 58 : Courbes de réflectivité expérimentales et ajustement. Conditions Expérimentales :
[Ca%*]=0,1 mM, [C-EC1-5His] = 0,5 uM.
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Figure 59 : a) Comparaison des profils de densité électronique des courbes avec 0,1 mM Ca®* et
5 mM Ca®". b) Proportion de frazgment C-EC1-5His dans la couche attribuée a la protéine pour la mo-

nocouche incubée a 0,1 mM Ca“".

Un modele proposé pour décrire une telle couche est présenté sur la Figure
60. Les protéines ancrées peuvent avoir une grande variété d'orientation dans la
couche les unes par rapport aux autres et plus de flexibilité entre les domaines
dG au manque de calcium. Le profil de densité électronique est d'une part assez
dense pres des lipides auxquels sont liées les protéines, et d'autre part décrois-
sant lentement vers l'eau a l'extrémité libre des protéines. Cela suggere que les
protéines sont moins organisées latéralement dans la monocouche élaborée a

partir d'une solution pauvre en calcium.

Figure 60 : Organisation schématique des C-cadhérines dans la monocouche pour une concen-

tration en calcium faible (0,1 mM CaCly).
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Iv.2.2.4 Sous-phase sans calcium

Mesure ellipsométrique

Des fragments C-EC1-5His ont été injectés sous le mélange de lipides Ni-
NTA-DLGE:DTPC (1:1), dans une sous-phase a concentration en calcium nulle22,
La Figure 61 présente le suivi cinétique par ellipsométrie. Il indique que les
fluctuations de densités sont observables pendant prés de 10 heures et qu'une
tres faible quantité de protéine s'est ancrée aux lipides. L'analyse des données
ellipsométriques révele une masse adsorbée apparente de 3,4 mg/m2. Cette va-
leur est faible et proche de la masse surfacique d'une monocouche de lipides
calculées a partir de la tension de surface de la monocouche lipidique (environ 2
mg/m?2). La contribution des lipides a la masse adsorbée est donc grande et il est
probable que l'approximation de de Feijter n'est plus valable. Le calcul de la
masse adsorbée apparente est peut-étre faussé. Néanmoins, nous pouvons
conclure que la monocouche de fragments C-EC1-5His incubés sans apport de
calcium est trés peu dense. Les fluctuations de densité observés sur le suivi ciné-
tique sont le reflet d'une surface spatialement inhomogene révélée par les mou-
vements de convections a la surface de l'eau.
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Figure 61 : Cinétique d’adsorption de la cadhérine C-EC1-5His @ un monocouche du mélange de
lipides Ni-NTA-DLGE:DTPC (1:1). Conditions Expérimentales : [C-EC1-5His]=0,5 uM, [Ca2+]=0 mM,
angle d'incidence 52,5°, A=400 nm (y en clair, A en noir).

22 On n'atteint en fait jamais une concentration totalement nulle en calcium car le
verre des récipients dans lesquels sont préparées les solutions reldche des ions Ca2*

dans les solutions.
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Réflectivité des rayons X

La mesure de réflectivité effectuée 5,5 heures aprés l'injection des fragments
sur une monocouche en présence d'une solution dépourvue de calcium, confirme
qu'une quantité négligeable de protéines s'est fixée aux lipides. La courbe de
réflectivité et un ajustement sont présentées sur la Figure 62 et le profil de den-
sité électronique déterminé par l'ajustement est présenté sur la Figure 63. La
courbe de réflectivité et le profil de densité électronique sont trés proches de
ceux des lipides Ni-NTA-DLGE seuls. L'ajustement est calculé par le programme
Parratt32 en utilisant un modele a deux couches, c'est-a-dire le méme que celui
des lipides. Les parameétres des ajustements sont reportés dans le Tableau 11.

Les profils de densité électronique de la Figure 62 sont trés similaires au ni-
veau de la téte polaire des lipides. En revanche, les couches décrivant les chaines
aliphatiques sont différentes : cette couche est plus dense dans le cas de la mo-
nocouche avec cadhérine.
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Figure 62 : Courbes de réflectivité expérimentales et ajustement comparés pour la monocouche
de lipides Ni-NTA-DLGE seuls et celle ou ont été incubés des fragments C-EC1-5His sans calcium.
Conditions Expérimentales : [Ca2+] = 0 mM, [C-EC1-5His] = 0,5 uyM. La courbe de réflectivité décri-
vant la monocouche de lipides ainsi que I'ajustement correspondant ont été multipliés par 10 pour
plus de clarté, et un point expérimental sur trois est représenté sur la courbe de réflectivité. La
monocouche de lipides seuls correspond a la courbe #C décrite dans la section IV.1.
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Figure 63 : Comparaison des profils de densité électronique des courbes de lipides Ni-NTA-
DLGE seuls et avec C-cadhérine incubée dans une solution tampon ne contenant pas de calcium.

C-EC1-5His, 0 mM Ca2*
Lipides Ni-NTA-DLGE
Couche 1
d A) 8,5 10,6
p (e.A-3) 0,292 0,321
c (A) 3,6 2,9
Couche 2
d A) 19,3 17,5
p (e.A-3) 0,423 0,418
o (A) 5,2 2,6
Substrat
p (e.A-3) 0,336 0,336
c (A) 4,4 4,2
Total
d (A) 27,8 28,1

Tableau 11 : Parametres des couches utilisées pour l'ajustement d'une courbe théorique aux
données expérimentales.

Discussion : dénaturation des C-cadhérines ?

Trois hypothéses peuvent étre formulées pour expliquer les résultats obtenus
pour la monocouche de fragments incubés en 1'absence de calcium.

(1) Les protéines ne se seraient pas fixées aux lipides. Cela pourrait venir du
fait qu'elles se sont dénaturées par manque de calcium et que 1'étiquette polyhis-
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tidine n'est plus accessible aux lipides. Cette hypothése semble cependant
contredite par la mesure d'ellipsométrie qui indique qu'une couche un peu plus
dense qu'une monocouche de lipides seuls est présente a la surface de I'eau.

(2) Les protéines se seraient liées aux lipides tout en étant dénaturées, pou-
vant ainsi perdre leur conformation tridimensionnelle et se déplier. Elles pour-
raient former une couche fine inhomogeéne sous les lipides. La mesure de réflecti-
vité X ne supporte pas vraiment cette hypothese puisque la courbe de réflectivité
X est ajustée par un modele avec seulement deux couches.

(3) La dénaturation de la protéine peut l'amener a exposer en surface des aci-
des aminés hydrophobes normalement repliés au sein de la structure. Dans ce
cas, la protéine peut entrer en compétition avec les lipides a la surface de 1'eau.
Cette hypothése pourrait expliquer a la fois les courbes ellipsométriques (couche
inhomogene et peu dense) et de réflectivité X (légere sur-densité au contact de
I'air).

Dans leur étude des interactions entre les fragments C-EC1-5His, S. Sivasan-
kar et al. ont préparé des monocouches de fragments monomériques qui avaient
incubé pendant 30 minutes dans une solution contenant l'agent chélatant d'ions
divalents EDTA [Sivasankar2001b]. Ensuite, les mesures de force entre deux
surfaces en vis-a-vis recouvertes de monomere de C-EC1-5His étaient faites en
présence de 2 mM de calcium afin d'entrainer de nouveau des interactions entre
les fragments de C-cadhérine. Ainsi, l'incubation de fragments C-EC1-5His dans
un tampon contenant de 1'EDTA pendant 30 minutes semble suffisante pour
réduire les interactions entre cadhérines et obtenir des monomeéres. Par ailleurs,
Rothen-Rutishauser et al. ont montré que une incubation de cellules adhérentes
pendant 30 minutes dans un tampon contenant de I'EGTA dissocie les jonctions
cellulaires et que une addition de calcium permet de rétablir les interactions
[Rothen-Rutishauser 2002]. Ces expériences indiquent que l'appauvrissement
initial de la solution par l'effet de 1'agent chélatant n'a pas dénaturé les frag-
ments de cadhérine.

Cependant, dans notre étude, les fragments C-EC1-5His ont incubé pendant 4
heures dans une solution tampon dépourvu de calcium. Il semble donc que la
durée d'incubation puisse jouer un roéle important dans la dénaturation des
fragments. En effet, I'incubation pendant plusieurs heures des fragments C-EC1-
5His dans une solution tampon sans calcium ne conduit pas a la formation d'une
monocouche ancrée aux lipides.

Nous pouvons conclure que le manque de calcium dans la solution a un effet
dramatique sur les fragments de cadhérine constituant la monocouche. Pour
étudier les effets du calcium sur les cadhérines, il est donc préférable de se limi-
ter a une concentration minimale de calcium (0,1 mM par exemple). Cela est tout
a fait comparable avec les observations de O. Pertz et al. qui indiquent que la
concentration minimale en calcium nécessaire au repliement des domaines ex-
tracellulaires de cadhérine est de 0,05 mM [Pertz1998].
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Iv.2.2.5 Evolution de la structure des fragments de C-cadhérine en
fonction de la concentration de la sous-phase en calcium

Le Tableau 12 et la Figure 64 rassemblent les valeurs de densité massique de
surface que nous avons obtenues par ellipsométrie et par réflectivité X. La co-
lonne marquée "%" indique la différence de masse adsorbée apparente dans la
monocouche a un instant donné, par rapport a la masse adsorbée dans la mono-
couche de référence (bmM Ca2*, voir IV.2.2.1). Ces travaux ont été consignés
dans un article [Martel 2002].

La densité des monocouches de fragments C-EC1-5His ancrés aux lipides di-
minue globalement lorsque la concentration en calcium de la sous-phase est
réduite. La différence de densité massique de surface mesurée par ellipsométrie
est plus importante que par réflectivité X, notamment a 0,1 mM de calcium.
Plusieurs raisons peuvent expliquer l'observation d'une densité surfacique moin-
dre lorsque la concentration en calcium de la sous-phase est abaissée.

Ellipsométrie Réflectivité X
[Ca2+](mM) Te (.mg/n.12). % I'rx (m‘gi/mz) %
(protéine+lipide) (protéine)
10,1 8,1
9,4 7
7,5 7,5
0.5 8,7 13
0.1 7,3 27 7,2 11
0 3,4* ~0

Tableau 12 : Récapitulation des valeurs de densité massique surfacique des couches de C-
cadhérines en fonction de la concentration de calcium en sous-phase. I'c : masse obtenue par ellip-
sométrie, T'rx : obtenue par réflectivité X. Les pertes sont les pourcentages par rapport a la couche
référence (5 mM Ca2+). Lipides Ni-NTA-DLGE, sauf * mélange Ni-NTA-DLGE:DTPC (1:1).

Les fragments extracellulaires de cadhérine n'interagissent pas en l'absence
de calcium ([Takeichi, 1991], [Pertz 1998]). Dans le cas de l'expérience effectuée
sans adjonction de calcium dans la sous-phase, les fragments, qui forment la
monocouche en étant ancrés aux lipides par leur extrémité C-terminale (domaine
EC5), sont donc libres a leur extrémité N-terminale (domaine EC1). Ils occupent
de ce fait une surface plus grande. La monocouche est par conséquent moins
dense et il peut en résulter des inhomogénéités d'épaisseur et de densité. Les
profils de densité électronique que nous avons observés confirment que les mono-
couches de fragments de C-cadhérine formées en présence d'une solution pauvre
en calcium sont plus rugueuses a l'interface protéine-eau.

O. Pertz et al. indiquent qu'au-dessus de 1 mM, les cadhérines forment des
dimeres trans et que la proportion de dimeres augmente lorsque la concentration
en calcium est élevée a 2 mM et 5 mM [Pertz 1998]. Nous avons effectivement
observé que la densité des couches augmente lorsque la concentration en calcium
augmente de 0,5 mM a 5 mM.

Les fragments C-EC1-5His sont conservés dans une solution tampon conte-
nant une forte concentration en calcium (2 mM). Dans cette solution initiale, il
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existe un équilibre entre les formes monomérique et dimérique des fragments
dont la proportion varie avec la concentration (voir chapitre II). La concentration
initiale en fragment équivaut a une proportion d'environ 40% de dimere et 60%
de monomere [Chappuis-Flament 2001]. Cela signifie que les solutions compor-
tent toujours un grand nombre de monomeres, méme a forte concentration en
calcium. La comparaison des masses adsorbées apparentes déterminées par el-
lipsométrie montre qu'entre la couche de référence et celle formée a 0,1 mM de
calcium, une différence de masse maximale de 27 % est observée, ce qui pourrait
correspondre a une fraction massique initiale de 54% constituée par des dimeres
trans.
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Figure 64 : Densité massique apparente des couches de C-cadhérines en fonction de la concen-
tration de calcium en sous-phase déterminée par réflectivité X et ellipsométrie. Les limites de
concentration en calcium pour interaction entre cadhérine déterminées par O. Pertz et al. sont indi-
quées a 0,5 mM et 1 mM. Une barre d'erreur de 0,5 mg/m2 est indiquée, correspondant a l'incertitude
sur I'analyse des résultats d'ellipsométrie (voir Chapitre 1).

L'adsorption des fragments a la monocouche lipidique peut généralement étre
décomposée en deux régimes, dont le premier est trés rapide et le second plus
lent. A la fin de la premiere étape, une grande partie des fragments s'est ancrée
aux lipides. La monocouche se réarrangerait lentement lors de la deuxiéme
étape. Les monocouches que nous avons formées sont donc a priori composées
initialement de monomeéres et de dimeéres. Il n'existe aucune indication sur
l'orientation des fragments dans ces complexes, les dimeéres pourraient étre trans
ou cis. Les profils de densité électronique obtenus dans le cas d'une concentra-
tion élevée en calcium (supérieure a 1 mM) suggerent qu'il existe des interac-
tions entre les fragments. Il est donc probable que des dimeéres s'ancrent aux
lipides.

Par ailleurs, les monocouches formées a faible concentration en calcium(0,1
mM) paraissent peu organisées, et sont moins dense. Lors de ces expériences, les
dimeres présents en solution initialement pourraient se greffer aux lipides avant
de se dissocier en monomeres. Dans I'hypothése ou ces dimeéres seraient paralle-
les (cis), l'appauvrissement de la solution en calcium, en supprimant les interac-
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tions entre les fragments, aurait comme effet une désorganisation de la mono-
couche qui se traduirait par une rugosité plus importante a l'interface protéine-
eau. Dans l'hypothése ou les complexes seraient antiparalleles (trans), une partie
des fragments impliqués dans les diméres ancrés aux lipides pourrait se disso-
cier et étre relachés en solution. Certains pourraient alors réintégrer la mono-
couche en interagissant avec 1'ion nickel des lipides

Finalement, ces résultats montrent que les cadhérines réagissent au calcium,
donc qu'elles restent actives dans la monocouche. Cela est crucial pour étudier
les interactions adhérentes. Dans la section suivante, nous montrons qu'il est
possible de dissocier des complexes cadhérines ancrés en surface.

IV.2.3 Dissociation de complexes de C-cadhérines

La section précédente s'est intéressée a des états stationnaires des couches de
fragments C-EC1-5His. Cette étude nous a permis d'évaluer les densités de sur-
face des monocouches en fonction de la concentration en calcium dans la sous-
phase. Nous avons montré qu'en présence de calcium, les monocouches sont plus
denses et plus structurées. Elles présentent un profil de densité électronique
formant une interface abrupte avec l'eau et possédant deux sur-densités. Ces
sur-densités pourraient étre attribuées a des domaines extracellulaires aux ex-
trémités plus inclinés que les domaines centraux, reflétant des interactions entre
les fragments. Il est cependant difficile de conclure sur l'orientation des frag-
ments formant des complexes ancrés aux lipides.

L’objectif de cette section est de déterminer si les complexes de fragments C-
EC1-5His composant la monocouche se présentent sous la forme de diméres anti-
paralleles ou paralleles. Pour cela, nous cherchons a dissocier des complexes de
fragments C-EC1-5His greffés a une monocouche lipidique. A partir d'une mono-
couche de fragments formée en présence d'une solution riche en calcium, nous
appauvrissons la sous-phase en calcium soit par dilution de la sous-phase avec
de l'eau, soit par ajout d'un chélatant d'ions divalents (EGTA ou EDTA). La perte
de masse a la surface permet d’évaluer le pourcentage de dimeéres (ou de multi-
meéres) anti-paralleles en surface. Des monocouches ont été élaborées en présence
de solutions contenant initialement des concentrations en calcium variables pour
tenter de comprendre le réle du calcium sur la formation des complexes.

Iv.2.3.1 Dilution de la sous-phase

Mesure ellipsométrique : dilution [Ca®*] de 2 mM a 0,1 mM

Nous avons élaboré une monocouche de fragment C-EC1-5His en présence
d'une solution contenant initialement 2 mM d'ions calcium. Une mesure ellipso-
métrique angulaire a été collectée apres 19h30 d'incubation. La masse adsorbée
apparente de fragments était de 9,4 mg/m2. La sous-phase a ensuite été totale-
ment changée par circulation a 1'aide de la pompe péristaltique d'une solution
tampon identique a la précédente, mais ne contenant pas de protéine et conte-
nant 0,1 mM d'ions calcium. Une seconde mesure a été effectuée 23h30 apres
I'échange de la sous-phase. L'analyse des courbes ellipsométriques angulaires
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indique que la masse adsorbée apparente est de 8,0 mg/m2 Ainsi,
I'appauvrissement en calcium fait diminuer la masse adsorbée de 15 % .La
Figure 65 présente les variations des angles ellipsométriques y et A en fonction
de I'angle incident avant et apreés la dilution de la sous-phase.
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Figure 65 : Chute de la masse adsorbée observé par mesure d'ellipsométrie angulaire lors
de la diminution de la concentration en calcium de 2 mM (triangles et courbe noirs) a 0,1 mM
ca®* (carrés et courbe gris). Les données expérimentales sont représentées par des symboles
(un point sur deux est représenté) et les courbes correspondent aux calculs. Conditions Expé-
rimentales : [C-EC1-5His] = 0,5 pM, lipides Ni-NTA-DLGE.

Réflectivité des rayons X : [Ca?*] de 5 mM a 0 mM

La structure perpendiculaire a la surface d'une monocouche de fragments C-
EC1-5His a été étudiée a partir de mesures de réflectivité X. Une monocouche de
fragments C-EC1-5His a été élaborée sur une solution tampon contenant initia-
lement 5mM d'ions calcium. La sous-phase a ensuite été totalement changée avec
une solution tampon identique a la précédente, mais ne contentant ni ions cal-
cium, ni protéines, par circulation de solution a l'aide de la pompe péristaltique.
Les deux courbes de réflectivité présentées sur la Figure 66 sont des moyennes
de courbes mesurées (a) aprés une incubation de 5h a 20h dans la solution riche
en calcium et (b) apres une incubation de 9h dans la solution sans calcium. Les
oscillations présentes sur la courbe (a) indiquant la présence de la protéine ont
quasiment disparu sur la courbe (b). Les profils de densité électronique corres-
pondant aux ajustements sont représentés sur la Figure 67. Leur comparaison
indique que la densité électronique de la monocouche incubée aprées le change-
ment de la sous-phase est plus faible. La densité massique de surface des mono-
couches est de 7,9 mg/m?2 pour la monocouche incubée en présence de calcium et
de 6,9 mg/m? pour celle incubée sans calcium, ce qui représente une différence de
13%.
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Figure 66 : Courbe de réflectivité avant (a) et aprés (b) le ringage de la sous-phase (données ex-
périmentales symboles, courbe calculée en trait plein). Conditions Expérimentales : [C-EC1-5His] =
0,5 uM, lipides Ni-NTA-DLGE:DTPC (1:1).
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Les deux profils de densité électronique indiquent que 1'épaisseur de la mono-
couche de fragments C-EC1-5His est de 16 nm. Une sur-densité est visible pres
de l'interface entre l'eau et la monocouche de protéine sur le profil de la mono-
couche élaborée en présence de calcium. Le profil de densité électronique de la
monocouche aprés dilution décroit trés lentement vers la densité de l'eau. Or,
comme le montre l'agrandissement des courbes a petits vecteurs de diffusion
(Figure 68), 1'ajustement de la courbe "sans calcium" exagere les amplitudes des
oscillations. Le programme d'ajustement RefX obtient un bon accord entre les
courbes calculées et expérimentales sur 1'ensemble des données, mais il apparait
que la densité globale de la couche "sans calcium" est surestimée. Le programme
d'ajustement calcule une courbe de réflectivité sur laquelle ces oscillations sont
lissées et le profil de densité électronique correspondant est trés "rugueux". Il
est probable que la densité réelle de la monocouche de fragments apres la dilu-
tion de la sous-phase est beaucoup moins importante.
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Figure 67 : Profils de densité électronique Figure 68 : Agrandissement des cour-
correspondant aux ajustements des deux bes de réflectivité de la Figure 66 (a) et (b)
courbes présentés sur la Figure 66 (a) et (b). aux petits angles.

Réflectivité X : [Ca®**] de 1 mM a 0,1 mM

Une seconde expérience similaire de dilution de la sous-phase a été effectuée.
Dans ce cas, la concentration finale de la sous-phase en ions calcium est de 0,1
mM. Les fragments C-EC1-5His ont incubé pendant 5h20 dans une solution
contenant 1 mM de calcium, puis 2h40 apreés la dilution conduisant a une
concentration de 0,1 mM de calcium. Les courbes de réflectivité mesurées sur ces
monocouches, ainsi que les ajustements calculés par le programme RefX sont
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présentées sur la Figure 69. Les profils de densité électronique déterminés par
les ajustements sont présentés sur la Figure 70.

C-EC1-5His
Lipides Ni-NTA-DLGE

0 1mM CaCl,
O 0,17 mM CaCl,

Réflectivité x q*

I I I I I I I I
0.00 0.05 0.10 0.15 0,20 0.25 0.30 0.35
q, (A"

Figure 69 : Courbes de réflectivité avant et aprés dilution de la sous-phase de 1 mM & 0,1 mM
CaCl,. Conditions Expérimentales : [C-EC1-5His] = 0,5 pM, lipides Ni-NTA-DLGE.
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Figure 70 : Profils de densité électronique correspondant aux ajustements de la Figure 69.
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L'analyse des profils de densité électronique indique que la quantité de frag-
ments C-EC1-5His formant la monocouche incubée dans la solution contenant 1
mM de calcium est de 7,5 mg/m2. Elle est de 6,4 mg/m? apreés la dilution de la
sous-phase. La perte de masse est donc de 15% au minimum.

Discussion : interactions entre fragments extracellulaires de C-cadhérine

Les effets de la dilution du calcium sur les fragments extracellulaires de C-
cadhérine ont été étudiés. Le Tableau 13 rassemble les valeurs mesurées de
densités des couches de C-cadhérines avant et aprés dilution de la sous-phase
pour diminuer la concentration en calcium. Les mesures ellipsométriques sem-
blent surévaluer les densités de surface, comme nous l'avions remarqué dans la
section précédente.

Entre 13% et 15% de la masse greffée initialement a la monocouche de lipides
en présence d'une solution riche en calcium est perdue lors de la dilution de la
sous-phase en calcium. De plus, la couche de fragments extracellulaires de C-
cadhérine est moins structurée, comme l'indiquent les profils de réflectivité des

rayons X.
Ellipsométrie Réflectivité X
Te T'rx I'rx
2+ 0, 0, 0,
[Ca®] (mg/m?) | * (mg/m?) | ” (mg/m?) | *
Elevée| 2 mM 9,4 1 mM 7,5 5 mM 7,9
Faible | 0,1 mM 8,0 -15 | 0,1 mM 6,4 -15 0 mM 6,9 -13

Tableau 13 : Comparaison des densités massiques des couches de C-cadhérines aprés diminu-
tion de la concentration en calcium de la sous-phase.

Tout d'abord, le passage a une concentration nulle en calcium apparait moins
dramatique que dans les mesures précédentes ou les fragments étaient incubés
dans une solution sans calcium (voir le paragraphe IV.2.2.4). Nous avions obser-
vé en effet dans ce cas que les fragments ne s'étaient pas liés aux lipides. Ici,
apres dilution de la sous-phase, seuls 13% de la masse de fragments ancrés ini-
tialement aux lipides se décrochent. Ceci semble souligner les différences entre
la concentration de molécules en surface et la concentration en volume, c’est-a-
dire entre la monocouche de protéines et la sous-phase. En effet, il est possible
que la compacité de la couche empéche les fragments de cadhérine de se dissocier
alors qu’ils 'auraient fait en solution. Lorsque les fragments de cadhérine sont
ancrés aux lipides a forte concentration en calcium, la couche est dense et les
sites de fixation du calcium apparaissent protégés. Il est possible en outre que
l'effet de la dilution du calcium dans la sous-phase est plus lent en surface que le
temps d'incubation que nous avons laissé a la couche.

En revanche, l'appauvrissement de la concentration en calcium de la sous-
phase entraine un changement du profil de densité électronique important. Cette
différence est plus grande que celle observée entre les profils respectifs des mo-
nocouches formées a forte ou faible concentration en calcium. La Figure 71 com-
pare les profils de densité électronique déterminés pour la monocouche de frag-
ments C-EC1-5His formée en présence d'une solution riche en calcium puis di-
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luée (cas présenté sur la Figure 70), et une monocouche formée en présence d'une
solution pauvre en calcium (cas présenté sur la Figure 59). La perte de masse est
nettement visible dans le cas de l'expérience de dilution. La différence observée
entre les deux profils de monocouches incubées en présence des solutions conte-
nant 1 mM et 0,1 mM de calcium, de moindre importance, se situe au niveau de
la sur-densité observée prés de l'interface eau-protéine. Cette différence peut
étre interprétée comme une désorganisation partielle de la monocouche incubée
en présence d'une solution pauvre en calcium, et une dissociation de complexes
formés par les fragments de cadhérine.
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Figure 71 : Comparaison des profils de densité électronique déterminés pour les monocouches
de fragments C-EC1-5His formées en présence d'une solution contenant 1 mM d'ions calcium abais-
sée a 0,1 mM et formées en présence d'une solution contenant 0,1 mM de calcium. La contribution
des lipides a été soustraite.

Les fragments incubés dans une solution contenant 0,1 mM de calcium s'an-
creraient aux lipides sous une forme majoritairement monomérique, une petite
partie des fragments seulement étant impliquée dans des complexes. La mono-
couche formée serait alors constituée de fragments ne pouvant pas interagir a
cause de l'absence de calcium. Une telle couche pourrait étre assez dense mais de
structure plus désordonnée présentant donc un profil rugueux pres de l'interface
entre les protéines et 1'eau.

Lors de la dilution de la sous-phase contenant initialement 1 mM de calcium,
les changements dans la monocouche sont plus dramatiques. Les fragments in-
cubés dans une solution contenant 1 mM de calcium seraient liés a la monocou-
che de lipides sous forme majoritairement dimérique. L'appauvrissement de la
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sous-phase en calcium entrainerait une dissociation des complexes trans de
fragments de cadhérine et cela se traduirait par une chute de densité surfacique.
Les fragments restant en surface (85 % de la masse initiale) n'interagiraient pas
et auraient plus de place au sein de la couche. Ceci expliquerait le profil de den-
sité électronique décroissant lentement vers la densité électronique de 1'eau.

Les fragments C-EC1-5His semblent former des dimeres trans au sein des
monocouches que nous élaborons en présence de solution riche en calcium. Afin
de vérifier cette hypothése, nous allons nous intéresser dans la section suivante
aux effets d'un chélatant d'ions divalents sur des monocouches de fragments C-
EC1-5His. L'influence d'un chélatant d'ions sur les complexes de fragments dé-
pendants du calcium devrait étre plus grande que la simple dilution du calcium.

I1v.2.3.2 Effet de 1'addition d'un chélatant d'ions divalents

Puisque les interactions entre les domaines extracellulaires des cadhérines
sont dépendantes de la présence d'ions calcium, des additions successives d'un
chélatant d'ions divalents puis de calcium devraient se comporter comme un
"interrupteur" engendrant la dissociation ou l'association des cadhérines. De
cette maniere, si les fragments de C-cadhérine sont ancrés sous forme de com-
plexes trans, des phénomeénes de désorption et d'adsorption devraient se succé-
der. Cette section présente d'abord des mesures ellipsométriques mettant en
évidence la présence de complexes trans au sein de la monocouche, puis nous
présentons des expériences de réflectivité X permettant d'étudier les interactions
entre fragments de C-cadhérine.

Adsorption et désorption suivies par ellipsométrie

Nous avons effectué des expériences d'ellipsométrie sur des monocouches de
fragments C-EC1-5His incubés dans une solution contenant initialement une
concentration élevée en calcium (5 mM CaClz2). Sur toutes les courbes présentées,
le temps est compté a partir de l'injection des fragments de cadhérine en début
d'expérience, l'injection n'apparaissant pas sur les figures.

a) Expérience A : Décrochage de fragments

Une premiére expérience A étudie le comportement de la monocouche de
fragments C-EC1-5His lorsque la sous-phase est appauvrie en calcium par la
chélation des ions divalents par I'EGTA, présentée sur la Figure 72. La densité
de masse adsorbée apparente calculée a partir des angles ellipsométriques est de
7,8 mg/m? pour la monocouche initiale de fragments C-EC1-5His (Tableau 12).
Des ajouts successifs d'EGTA a des concentrations finale de 75 pM, 150 uM puis
75 mM entrainent une chute des angles ellipsométriques correspondant a une
diminution de la densité massique de surface. Aprés les deux premiers ajouts
d'EGTA conduisant a une concentration finale en EGTA de 150 pM, la masse
adsorbée apparente chute a 5,4 mg/m2, ce qui correspond a une diminution de
30% de la masse apparente adsorbée. L'addition d'EGTA pour atteindre une
concentration finale de 75 mM entraine une chute de la masse adsorbée plus
importante représentant 62% de la masse initiale, et la masse adsorbée appa-
rente est de 3 mg/m?.
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Figure 72 : Expérience A : variations des angles ellipsomeétriques y et A aprés injections d'EGTA
(courbes noire = A, grise = y). Conditions Expérimentales initiales: [Caz+] = 5 mM, [C-EC1-5His] =
1,5 uM, lipides Ni-NTA-DLGE:DTPC (1:1).

L'EGTA est susceptible de chélater tous les ions divalents, donc les ions Ni?*
et les ions Ca?* (voir 11.2.3). La diminution de la masse adsorbée apparente ob-
servée peut étre attribuée a la fois a une dissociation de complexes trans de
fragments et a un décrochement des fragments C-EC1-5His des lipides. Pour
distinguer ces deux possibilités, nous avons injecté en sous-phase une solution de
NiCl: pour atteindre une concentration en solution de 75 mM d'ions Ni2*. L'addi-
tion d'ions Ni%* dans la sous-phase provoque une variation des angles ellipsomé-
triques correspondant a une adsorption de fragments de cadhérine aux lipides.
La densité massique de surface est de 4,5 mg/m? apres 1'addition des ions Ni2*, ce
qui correspond a 58% de la masse adsorbée apparente de la monocouche initiale.
La forte concentration en EGTA (75mM) a donc déséquilibré l'interaction histi-
dine-nickel. Cependant, 1'addition d'ions Ni2* ne permet pas de recouvrer la to-
talité de la masse perdue par l'ajout de I'EGTA. La quantité de fragments de C-
cadhérine décrochés de la surface semble provenir a la fois de la dissociation des
complexes lipides-cadhérines et d'une dissociation de dimeres antiparalleles de
fragments de C-cadhérine. Pour distinguer entre ces deux contributions, nous
avons effectué une expérience similaire en ajoutant des ions calcium aprés l'ad-
dition d'EGTA.

b) Expérience B : adsorption dépendante du calcium

Dans l'expérience A, le rapport molaire des concentrations en EGTA et en
Caz?* était de 15. Dans une deuxiéme expérience (B), nous avons réduit la concen-
tration en EGTA a un rapport de 2, soit une concentration finale de 10 mM en
EGTA. Cette concentration plus faible en agent chélatant devrait limiter le déta-
chement des fragments des lipides. Le suivi ellipsométrique de cette expérience
est présenté sur la Figure 73. Comme dans l'expérience A, la densité massique de
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surface diminue apres 1'addition d'EGTA : elle passe de 7,0 mg/m?2 pour la mono-
couche initiale a 5,8 mg/m2, ce qui correspond a une diminution de 17% de la
masse adsorbée apparente (voir le Tableau 14).

Pour limiter les effets de I'EGTA sur les interactions lipides-protéine, nous
avons injecté rapidement des ions calcium, c'est-a-dire 1/2 heure aprés la stabili-
sation des angles ellipsométriques. La concentration finale en ions calcium est
égale a celle en EGTA, c'est-a-dire de 10 mM. L'évolution des angles y et A indi-
que que la désorption des cadhérines est réversible par ajout de calcium. La
densité massique de surface est de 6,7 mg/m?2 apres l'addition de calcium, soit
95% de la densité initiale.

Pour tester cette hypotheése, il est nécessaire d'ajouter des ions Ni?* en solu-
tion apres l'addition de calcium.
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Figure 73 : Expérience B : variations des angles ellipsometriques y et A
apres une injection d'EGTA, puis de calcium. (Courbes noire = A, grise = V).
Conditions Expérimentales initiales: [Ca2f] = 5 mM, [C-EC1-5His] = 0,75 uM,
lipides Ni-NTA-DLGE:DTPC (1:3).

c) Expérience C: Influence de I'ajout de nickel apres celui du calcium

Les effets successifs de 1'ajout d'EGTA, d'ions calcium puis d'ions nickel sont
observés a l'aide d'un protocole similaire a celui de l'expérience B. La densité
massique de surface apparente est de 6,1 mg/m?2 pour la monocouche initiale, et
de 4,6 mg/m? apres 1'ajout d'EGTA a une concentration finale de 10 mM, soit une
perte de 25% de la masse initiale (voir le Tableau 14). La Figure 74 présente le
suivi ellipsométrique de cette expérience. Aprés l'addition de calcium a une
concentration finale de 10 mM, un niveau semblable a la densité massique de
surface de la monocouche initiale est atteint : la masse adsorbée apparente est
de 5,5 mg/m2, ce qui représente 90% de la masse initiale. Un ajout de nickel a
une concentration finale de 25 uM puis 10 mM conduit a une faible variation des
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angles ellipsométriques, correspondant a une masse adsorbée apparente de 5,3
mg/m2, et 87% de la masse initiale.

Ainsi, apres la désorption consécutive a 1'ajout de I'EGTA, une adsorption est
engendrée par l'addition de calcium. L'addition des ions Ni2* n'a donc pas modifié
la densité de la monocouche.
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Figure 74 : Expérience C : variations des angles ellipsomeétriques y et A apres une injection
d'EGTA, puis de calcium et de nickel. (Courbes noire = A, grise = y). Conditions Expérimentales
initiales: [Ca2+]= 5 mM, [C-EC1-5His] = 0,5 pM, lipides Ni-NTA-DLGE:DTPC (1:1).

Discussion et hypothéses d'interprétation

Nous avons suivi 1'évolution de la masse adsorbée apparente de fragments C-
EC1-5His a une monocouche de lipides lors de I'ajout de 1'agent chélatant d'ions
divalents EGTA et des ions Ni2* et Ca?*. L'objectif était de vérifier la présence de
dimeres trans de fragments C-EC1-5His de C-cadhérines. Le Tableau 14 rassem-
ble les résultats obtenus par les trois expériences présentés dans cette section.

Les différences de densité massique de surface observées d'une monocouche a
l'autre proviennent des concentrations initiales en protéines différentes, comme
indiqué sur le Tableau 14. La masse est de 7,8 mg/m? lorsque la concentration
initiale en protéine est de 1,5 uM. Elle diminue de 10% lorsque la quantité de
fragments de cadhérine injectés est diminué de moitié. Pour une concentration
finale en cadhérine de 0,5 uM, soit un tiers, la densité massique de surface dimi-
nue de 20%. Si 1'on consideére les durées d'incubation, on peut conclure que la
concentration en cadhérines dans la sous-phase influence essentiellement la
cinétique d'adsorption qui est plus lente pour des solutions plus diluées. Le re-
tard observé de 1'effet de 'EGTA est attribué au temps nécessaire a I'homogénéi-
sation de la solution en sous-phase, car pour cette expérience nous n'avions pas
utilisé de circulation avec une pompe péristaltique.
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Expérience A Expérience B Expérience C
Masse Masse Masse
0, 2 0, 2 0
Etapes (mg/m?) % Etapes |(mg/m % Etapes |(mg/m %
) )
[CaCl:]= [CaCl:]=5 [CaCl:]=5
5mM 7.8 mM 7.0 mM 6,1
[EGTA]= . [EGTA]= - [EGTA]= -
75uM 5,4 B0% T JomM 28 1179 | 10mM 6 1959
[EGTA]= . [CaCl:]= ., | [CaCl:]= -
75mM 3,0 62% 1 omM 6.7 5% omM 25 | 10%
[NiCl:]= . [NiCl:]= -
75mM 4,9 ~32% 10mM 23| 139
[C-EC1-
5His] 1,5 uM 0,75 uM 0,5 uM

Tableau 14 : Comparaison des densités massiques surfaciques apparentes de monocouches de
fragments C-EC1-5His en fonction de la concentration en sous-phase en chélatant d'ions EGTA, ions
Ni** et ions Ca®". La concentration en C-EC1-5His indiquée est la concentration de la sous-phase
apres injection des cadhérines.

Les monocouches initiales sont a priori formées de complexes trans et cis de
fragments C-EC1-5His. Apres 1'adjonction de 1'agent EGTA, la concentration en
calcium de la sous-phase est réduite. Nous avons observé alors une chute de la
densité de fragments en surface, reportée dans le Tableau 14. L'observation dans
I'expérience A de l'influence des ions nickel aprés l'injection d'EGTA a forte
concentration (75 mM) indique que 1'équilibre n'est pas atteint dans les expé-
riences B et C. Elle suggére que la concentration en agent chélatant est trop
importante dans l'expérience A. En effet, lorsque la concentration en EGTA est
fortement diminué et égale seulement au double de la concentration initiale en
1ons calcium (10 mM, expérience C), I'ajout d'ions nickel n'est plus suivie d'effet.
Ainsi, une concentration moindre en EGTA et un temps d'incubation plus court
apres l'addition d'EGTA semblent permettre de réduire les possibilités d'interac-
tion entre I'EGTA et 1'ion nickel des lipides. En revanche, la simple addition
d'ions calcium induit dans tous les cas une remontée de la masse adsorbée appa-
rente qui permet de retrouver une quantité de masse adsorbée proche de sa va-
leur initiale (expériences B et (). Cela implique que l'apport en ions calcium
permet de contre-balancer un effet de I'EGTA.

Ainsi, a partir des trois expériences présentées, nous pouvons proposer une
hypothese sur 1'état oligomérique des fragments de C-EC1-5His au sein de la
monocouche. Une partie des complexes de fragments est susceptible de se disso-
cier lorsque la concentration en calcium diminue. En conséquence, ce sont des
monomeres de fragments qui restent ancrés aux lipides. La présence d'ions Ca2*
pourrait alors permettre aux fragments relargués en solution d'interagir a nou-
veau en formant des complexes (cis ou trans) avec les fragments restés a la sur-
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face. D'un autre coté, la présence d'ions Ni%?* pourrait permettre a une partie des
fragments présents en solution de se lier de nouveau aux lipides.

Il1 se peut que des fragments ayant été impliqués dans des complexes trans
puis s'étant dissociés lors de l'appauvrissement en calcium de la solution par
I'EGTA, se lient directement aux lipides par retournement de 180°. Cela pourrait
apporter une justification a 1'observation de moins de 50% de la masse de frag-
ments qui se dissocient (expérience B et C). Cependant, le taux de rattachement
de fragments aux lipides est a priori le méme pour toutes les mesures et ne peut
pas correspondre spécifiquement a une réaction a l'addition d'ions Ca2*. Par
ailleurs, il est possible que les fragments de cadhérine soient plus flexibles lors-
que la concentration en calcium de la solution est faible. En effet, les sites de
fixation du calcium situés a la jonction entre domaines, jouent un réle dans 1'in-
tégrité de la structure des fragments de cadhérine [Pertz 1998]. Ainsi, les lipides
pourraient étre moins accessibles aux fragments, ce qui expliquerait que la den-
sité massique de surface ne retrouve pas son niveau initial.

La Figure 75 présente une explication schématique de l'expérience A. (a) La
monocouche de fragments a 1'état initial présente des dimeéres trans. (b) Apreés
additions successives d'EGTA, une perte de masse est observée, reliée a la fois
une dissociation de complexes trans de fragments et a un décrochage des frag-
ments des lipides. (¢) Aprés ajout d'ions nickel, une prise de masse est observée,
liée a l'ancrage des fragments aux lipides.

a) b) ©)

Figure 75 : Représentation de I'expérience présentée sur la Figure 72. Aprés addition d'une forte
concentration d'EGTA (75 mM, excés x 15 par rapport aux ions Ca2+), les fragments de C-cadhérine
se dissocient en monoméres et certains se détachent des lipides. Aprés I'ajout d'ions nickel a une
concentration égale a celle de I'EGTA (75 mM), des fragments interagissent de nouveau avec les
lipides, mais les interactions cis ou trans entre fragments de C-cadhérine ne sont pas permises a
cause du manque de calcium.

La Figure 76 propose une hypothése d'interprétation des expériences B et C.
(a) A partir d'une monocouche de référence, la perte de masse observée apres
I'adjonction d'EGTA peut étre interprétée a une dissociation de complexes trans
de fragments C-EC1-5His (b). (¢c) La simple addition d'ions Ca?* pourrait refléter
une ré-association des fragments entre eux a la surface lipidique. (d) Dans l'ex-
périence C, I'ajout d'ions Ni?* ne modifie pas notablement la situation, suggérant
qu'a cette concentration, 1'agent chélatant EGTA ait peu déstabilisé les liaisons
histidine-nickel responsables des interactions entre lipides et protéines.
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a) b) <) d)

Figure 76 : Représentation des expériences B et C (présentée sur la Figure 73 et la Figure 74).
Aprés addition d'une concentration en EGTA de 10 mM, les fragments C-EC1-5His se dissocient en
monomeéres mais restent ancrés aux lipides. Aprés l'ajout d'ions calcium a une concentration de 10
mM, les fragments interagissent en formant des interactions trans. Un ajout de nickel ne change pas
la situation (expérience C uniquement).

Réflectivité des rayons X

Sur la base des expériences d'ellipsométrie que nous venons de présenter,
nous avons réalisé une série de mesures de réflectivité X sur une monocouche de
fragments C-EC1-5His avant et apres 1'ajout d'EGTA afin de comparer les struc-
tures des monocouches. Afin de ne pas entrainer le détachement des cadhérines
des lipides, nous avons employé le protocole suivant :

1. Addition d'EGTA a une concentration finale de 5 mM final,

2. Addition d'une solution de NiClz a une concentration de 1 mM,
3. Addition d’une solution de CaClz a une concentration de 5 mM,
4

Addition de fragments C-EC1-5His de manieére a atteindre une concentra-
tion totale de 0,74 uM.

Les additions successives sont suivies d’homogénéisations de 30 minutes via
la pompe péristaltique. Le choix de ce protocole est dicté par le fait qu'une trop
longue incubation des fragments de C-cadhérine dans une solution contenant de
I'EGTA peut entrainer le décrochement des fragments des lipides par la chéla-
tion des ions Ni%* par 1'EGTA. L'homogénéisation par la pompe péristaltique
perturbant beaucoup la surface de l'eau, une mesure de réflectivité X durant
entre 1 et 1,5 heures, il n'a donc pas été possible de faire de mesures intermé-
diaires entre les additions successives. Seul 1’état final a été mesuré, les états
intermédiaires ayant été observés par ellipsométrie.

La Figure 77 présente la courbe de réflectivité X et un ajustement corres-
pondant, mesurée sur une monocouche de fragments C-EC1-5His incubée pen-
dant 3,5 heures dans une solution contenant 5 mM CaCls. La Figure 78 montre
la courbe de réflectivité mesurée apres le traitement décrit ci-dessus, ainsi qu'un
ajustement calculé. La Figure 79 présente les profils de densité électronique
calculés a partir de ces ajustements.

Les profils de densité électronique avant et apres le traitement par l'agent
chélatant EGTA sont trés semblables. Par conséquent, ce traitement a trés peu
perturbé la structure de la monocouche de fragments C-EC1-5His.
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Figure 77 Courbe de réflectivité X et ajustement pour la monocouche "avant traitement", c'est-a-
dire la monocouche de fragments C-EC1-5His incubée sur une sous-phase a 5 mM CaCl, pendant
3h30. Conditions Expérimentales : lipides Ni-NTA-DLGE.
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Figure 78 : Courbe de réflectivité X et ajustement pour la monocouche "aprés traitement" c'est-a-
dire la monocouche de fragment C-EC1-5His aprés additions successives d'EGTA (5 mM), puis de
NiCl2 (1 mM), puis de CaCl, (56 mM) et enfin de C-EC1-5His (total 0,74 uM). Conditions Expérimen-
tales : lipides Ni-NTA-DLGE
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Figure 79 : Profils de densité électronique correspondant aux ajustements. Le profil de densité
électronique "avant traitement" se référe a la mesure faire sur la monocouche de fragments C-EC1-
5His incubée sur une sous-phase a 5 mM CaCl,. Le profil de densité électronique "aprés traitement"
se référe a cette méme monocouche aprés addition d'EGTA (5 mM), puis de NiCl> (1 mM), puis de
CaClz (5 mM) et enfin de C-EC1-5His (total 0,74 uM).

Discussion : effets de lI'"EGTA sur les fragments de C-cadhérine

Puisque 'EGTA chélate en solution a la fois les ions Ni2* et les ions Ca?*, il
est a priori possible qu'une partie des dimeres anti-paralléles se dissocie en mo-
nomeres ou dimeres paralléles et une autre partie des protéines se détache des
lipides. Trois hypotheses peuvent étre avancées pour interpréter ces résultats de
réflectivité X:

(1) des complexes de fragments de C-cadhérine se seraient dissociés suite a
I'appauvrissement de la sous-phase en calcium da a l'action de I'EGTA. Grace a
I'apport d'ions Ca2* et de fragments de C-cadhérine, des complexes trans se re-
forment dans la monocouche. Cette hypothése est représentée sur la Figure 76

(a-c).

(2) des complexes de fragments pourraient se dissocier des lipides par 1'action
de I'EGTA, puis se lier de nouveau aux lipides aprés I’apport en ions Ni2*, comme
le représente la Figure 75.

(3) 1l est possible que trés peu de fragments réagissent a la présence de 'EG-
TA parce que les ions Ni2* ou Ca?* ne sont pas accessibles a 1'agent chélatant du
fait de la compacité de la couche. Dans ce cas, les protéines pourraient rester
ancrées a la monocouche lipidique dans leur état mono- ou dimérique.

Les mesures d'ellipsométrie présentées au début de cette section sont compa-
tibles avec la premiere hypothése et semblent rejeter les hypotheéses 2 et 3. L'ef-
fet de I'EGTA est visible 30 minutes aprés son injection sur la courbe ellipsomé-
trique présentée sur la Figure 73. Par ailleurs, S. Sivasankar et al. ont utilisé un
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protocole similaire pour réaliser les mesures de forces de surface entre fragments
C-EC1-5His de C-cadhérine [Sivasankar2001b]. Les auteurs ont laissé incuber
les fragments de C-cadhérine pendant 30 minutes dans une solution de concen-
tration en EGTA 28 mM. Puis, les fragments de C-cadhérine ont été injectés sur
une surface de mica recouverte d'une bicouche de lipides dont la monocouche
supérieure contient des lipides chélatant un ion nickel. Apres 1'adsorption des
fragments de C-cadhérine aux lipides fonctionnalisés, les auteurs ont ajouté en
solution la quantité d'ions calcium nécessaire pour atteindre une concentration
de 2mM. Par cette méthode, les auteurs obtiennent des monocouches de frag-
ments de C-cadhérine capables d'interagir pour former des complexes trans.
L'utilisation d'un protocole identique nous permet de supposer que l'agent EGTA
a eu un effet sur les fragments, en faveur de 1'hypothese 1. Il n'est néanmoins
pas possible d'exclure qu'une partie des fragments C-EC1-5His se soient déta-
chés de complexes antiparalléles puis ancrés immédiatement a un lipide par une
interaction entre ion nickel et histidine.

1v.2.3.3 Conclusion sur la présence de complexes de fragments C-
EC1-5His

Nous avons observé que la chute de masse adsorbée par simple dilution du
calcium est plus faible que par ajout d'un chélatant d'ions. Il est possible que les
sites de fixation du calcium soit "protégés" au sein de la monocouche. Les cons-
tantes de dissociation mesurées par O. Pertz et al. [Pertz1999] concernent les
affinités entre domaines extracellulaires en solution. Or, la densité de cadhérine
que nous observons au sein de la monocouche semble indiquer que celle-ci est
trés compacte et par conséquent que les fragments de C-cadhérine sont proches
les uns des autres. Cet arrangement pourrait autoriser des interactions entre les
domaines extracellulaires non observées en solution pour des concentrations
faibles en calcium. En revanche, il n'est pas possible de différencier entre dime-
res paralléles et monomeéres en ce qui concerne les cadhérines restant ancrées
aux lipides.

IV.2.4 Interactions entre fragments extracellulaires de C-
cadhérine

Pour étudier les associations entre fragments de C-cadhérine, il peut étre in-
téressant de constituer d'abord une monocouche de fragments C-EC1-5His sous
forme de monomeéres, pour tenter de lier soit des fragments identiques, soit des
fragments plus courts. L’évolution de la monocouche aprés un ajout dans la sous-
phase de calcium et de nouveaux fragments de cadhérine, devrait permettre de
mettre en évidence, si elle a lieu, la formation de complexes adhérents entre les
fragments de cadhérine. Dans le cas ou les fragments de cadhérine ajoutés se-
raient des fragments extracellulaires entiers, une telle expérience pourrait ap-
porter des informations sur la formation des complexes anti-paralleles de frag-
ments a la surface lipidique. En utilisant des fragments courts de cadhérine, les
interactions entre les différents domaines pourraient étre localisées le long de la
protéine, ce qui reste actuellement une question ouverte fondamentale dans
I'étude des cadhérines.
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IvV.2.4.1 Interactions entre fragments extracellulaires identiques de
C-cadhérine

Protocole de l'expérience

L'étape initiale de notre étude est la formation d'une monocouche de frag-
ments C-EC1-5His élaborée en présence d'une solution a faible concentration en
calcium, inférieure a 0,5 mM. A cette concentration, les fragments de cadhérine
sont sous forme de monomeéres et ne sont pas capables de former des complexes
cis ou trans [Pertz 1998]. Ensuite, pour étudier la formation de complexe, la
solution constituant la sous-phase doit étre échangée avec une solution riche en
calcium, de concentration supérieure a 1 mM [Pertz 1998]. Deux méthodes diffé-
rentes sont a notre disposition pour former la monocouche de départ (1) des
fragments C-EC1-5His sont injectés dans une solution tampon pauvre en calcium
a partir de solutions concentrées en fragment; (2) des fragments sont incubés
dans une solution tampon pauvre en calcium préalablement a leur injection.

Nous avons déja présenté la premiere méthode dans les expériences de ce
chapitre. Cette méthode présente 'avantage d’utiliser la protéine dans les mé-
mes conditions initiales que dans I’étude précédente et d'en faciliter les compa-
raisons. Un inconvénient, que nous avons mentionné précédemment, est qu'une
partie des fragments de cadhérine pourrait se lier a la monocouche lipidique sous
la forme de dimeéres et ne serait pas capable d'interagir avec les fragments de
cadhérine injectés dans un deuxiéeme temps en solution. L’équipe de D. Gulino a
en effet montré que la dissociation de fragments de VE-cadhérine en monomeres
par dilution de la protéine peut étre trés longue : 24 heures a température am-
biante [Legrand 2001]. Par une adjonction de l'agent chélatant EGTA ou EDTA
ou par une dilution de la solution tampon, ce temps peut étre largement raccour-
ci. Néanmoins par cette technique, il est délicat d'obtenir une monocouche for-
mée uniquement de monomeres de cadhérine.

La deuxiéme méthode consiste en l'injection d’'une solution de cadhérines pré-
alablement incubée 12h a 24h avec une faible concentration en ions Ca2*. Les
fragments de cadhérine sont alors sou forme monomérique au moment de
I'injection. Un inconvénient est que les fragments de cadhérine sont plus sensi-
bles aux protéases lorsque le milieu est pauvre en calcium. Une concentration
minimale de 0,050 mM a été déterminée par O. Pertz et al. pour éviter une déna-
turation des fragments extracellulaires de cadhérine [Pertz 1998]. P. Legrand et
al. ont montré qu'un minimum de 0,5 mM de calcium est nécessaire a la conser-
vation a long terme des fragments de VE-cadhérine en solution [Legrand 2001].
Nous avons choisi cette deuxiéme méthode pour obtenir une monocouche formée
d'une majorité de monomeres de fragments C-EC1-5His.

Des fragments C-EC1-5His ont préalablement a la formation de la monocou-
che incubés pendant 16h30 a 8°C dans une solution contenant 0,2 mM de cal-
cium. La formation d'une monocouche en présence d'une solution contentant 0,1
mM de calcium a été observée par ellipsométrie (étape A). Aprés saturation de la
monocouche déterminée par la stabilisation des angles ellipsométriques, la solu-
tion constituant la sous-phase a été totalement changée par une solution tampon
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identique mais ne contenant pas de protéine et une concentration en calcium de
5,6 mM (étape B). Puis, des fragments C-EC1-5His préparés de la méme facon
(c’est-a-dire que la forme monomérique est largement majoritaire) ont été injec-
tés a une concentration finale en fragments de 0,5 pM (étape C). Le Tableau 15
rassemble les masses adsorbées apparentes évaluées par l'analyse des courbes
ellipsométriques angulaires effectuées au long de cette expérience.

Résultats

La Figure 80 présente 1’évolution de la masse adsorbée apparente calculée a
partir de mesures ellipsométriques angulaires de la monocouche de fragments C-
EC1-5His en fonction du temps. La masse adsorbée apparente était alors de 5,8
mg/m2. Lorsque la sous-phase initiale a été changée par une solution tampon
contenant une forte concentration en calcium (étape B), la masse adsorbée appa-
rente n'a pas varié, a 5,8 mg/m2. Puis, 1'addition de fragments C-EC1-5His majo-
ritairement monomériques (étape C) a conduit a une masse apparente adsorbée
de 7,2 mg/m2, correspondant a une augmentation de masse de 24% par rapport a
la valeur initiale.
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Figure 80 : Densité massique de surface apparente mesurée par elligsome’trie en fonction du
temps. Conditions Expérimentales initiales : [C-EC1-5His] = 0,5 uM, [Ca®"] = 0,1 mM, lipides Ni-
NTA-DLGE. Les fragments C-EC1-5His constituant la monocouche initiale sont injectés au temps
t=0.

Apres 1'étape B, la sous-phase ne contient pas de fragments C-EC1-5His pou-
vant interagir avec les lipides ou les fragments constituant la monocouche. En
conséquence, la masse adsorbée apparente est stable. A 1'étape C, des fragments
C-EC1-5His sous forme monomérique ont été injectés et sont susceptibles de se
former des complexes avec d'autres fragments au sein de la monocouche ou de se
lier a des lipides. La forte augmentation de masse adsorbée apparente (+ 24%)
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indique qu'une partie des fragments C-EC1-5His ayant été injectés dans un
deuxiéme temps se sont ancrés a la surface de la couche lipide+protéine.

Masse
Etapes %
(mg/m?2)
[Ca2*]=0,1 mM 5,8
[Ca%+]=5,5 mM 5,8 0%
[C-EC1- o
5His]=0,5uM 7.2 |t 24%

Tableau 15 : Masses adsorbées apparentes et pourcentages d'augmentation de la masse calcu-
Iés par rapport a la masse adsorbée apparente initiale, correspondant a la Figure 80.

Discussion : un auto-assemblage de fragments C-EC1-5His ?

Les résultats présentés montrent que des fragments monomériques injectés
dans l'étape C se sont liés a la monocouche initiale. Cela peut étre di a deux
possibilités : soit une association de fragments monomériques en complexes
trans, soit une interaction lipide-protéine par une liaison histidine-nickel.

En effet, les fragments de cadhérine injectés sont identiques a ceux ayant
formé la monocouche initiale, c'est-a-dire qu'ils possédent une étiquette polyhis-
tidine. L'augmentation de masse consécutive a 1'addition des cadhérines pourrait
étre en partie due a un ancrage de fragments a la monocouche lipidique. Il serait
nécessaire de reproduire cette expérience avec des fragments de cadhérine ne
possédant pas d'étiquette polyhistidine afin de s'assurer que l'adsorption aux
lipides ligands des fragments de cadhérine injectés dans un deuxiéme temps est
faible par rapport aux interactions entre fragments de cadhérine. Une telle cons-
truction est actuellement disponible au sein de 1'équipe de D. Gulino a 1'l.B.S.
(communication personnelle).

Dans le cadre de I'hypothése de 1'auto-assemblage de cadhérine, 'augmenta-
tion de masse pourrait étre au maximum de 50 % si la totalité des fragments C-
EC1-5His de la monocouche initiale était sous forme monomérique et si les frag-
ments injectés dans un deuxiéme temps interagissaient en formant uniquement
des diméres anti-paralléles en surface. Elle pourrait étre plus élevée si certains
fragments injectés dans 1'étape C se lient aux lipides. Or, la masse apparente n'a
augmenté que de 24% apres la deuxieme injection des fragments de cadhérine.
La prise de masse est donc faible par rapport a l'augmentation attendue. Nous
avons précédemment signalé que I'évaluation de la masse adsorbée apparente est
délicate et peut étre faussée par la présence de la monocouche de lipides. En
effet, la contribution des lipides a la masse adsorbée apparente estimée par el-
lipsométrie ne peut pas étre soustraite de la masse totale. Ceci implique que
l'augmentation de la masse de protéine adsorbée aprés la deuxiéme injection de
fragments est sous-estimée.

Par ailleurs, il se pourrait que des dimeres trans étaient déja présents en sur-
face dans 1'étape initiale (étape A). Cela pourrait réduire le nombre de fragments
pouvant se lier a la monocouche préexistante. La présence de complexes trans
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dans 1'état initial peut étre da a plusieurs raisons. Tout d'abord, il est possible
que des fragments de cadhérine interagissent lorsqu'ils sont ancrés a la mono-
couche lipidique, alors qu'ils n'interagissent pas en solution. L'équilibre mono-
meére-dimeére pourrait étre déplacé par 1'immobilisation des fragments. En effet,
la concentration de fragments en surface est trés grande lorsque les fragments
sont rassemblés en monocouche. Par ailleurs, 1'incubation des cadhérines dans la
solution pauvre en calcium pourrait avoir été trop courte pour que la totalité des
dimeéres en solution initiale se dissocient.

Néanmoins, il n'est pas possible, au vu de ces résultats, de trancher entre une
interaction lipide-protéine ou inter-protéine. Les expériences présentées précé-
demment dans ce chapitre ont mis en évidence la dissociation de complexes de
fragments C-EC1-5His par l'appauvrissement en calcium de la solution consti-
tuant la sous-phase. Ainsi, des interactions entre fragments liés aux lipides et
formant une monocouche existent. La formation de complexe de fragments C-
EC1-5His ne peut pas donc pas étre exclue. L'augmentation de masse adsorbée
apparente est donc plus vraisemblablement due aux deux processus.

IvV.2.4.2 Interactions entre fragments C-EC1-5His et fragments conte-
nant un domaine Fe¢

L’intérét des fragments produits par 1'équipe de B. Gumbiner [Chappuis-
Flament 2001] est de forcer la dimérisation des fragments de C-cadhérine grace
a la formation d'un pont disulfure entre deux domaines Fc d'immunoglobulines
liés a deux fragments de cadhérine. D'aprés les auteurs, les parties extracellu-
laires de cadhérine interagissent de maniere antiparalléle par l'intermédiaire de
dimeres paralléles a la surface des cellules. Les fragments courts pourraient ne
pas étre capables de former des dimeéres paralléles a cause de l'absence de cer-
tains domaines. La dimérisation paralléle forcée de ces fragments pourrait aider
a la formation de complexes antiparalleles.

Protocole de l'expérience

Nous avons élaboré une monocouche de fragments C-EC1-5His en présence
d'une solution contenant une concentration en calcium de 0,5 mM. Puis, la
concentration en calcium a été augmentée a 2,5 mM et des fragments Fc-C-EC1-3
ont été injectés a une concentration finale de 0,29 uM six heures apres l'injection
des fragments C-EC1-5His. La monocouche ainsi formée a été mesurée plusieurs
fois par réflectivité X pendant 24h. Une courbe de réflectivité X caractéristique
ainsi qu'un ajustement sont présentés sur la Figure 81.

Résultats

Le profil de densité électronique déterminé a partir de 1'ajustement présenté
sur la Figure 82 indique que la sur-densité observée dans les profils de densité
électronique des monocouches de fragments C-EC1-5His seuls est peu marquée.
Le profil posséde une forme rectangulaire a l'interface protéine-eau, ce qui indi-
que que la monocouche est trés organisée latéralement.
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Figure 81 Analyse d'une tentative d'interaction entre fragment court et la C-cadhérine entiére : C-
EC1-5His et le fragment Fc-C-EC1-3. Conditions Expérimentales initiales : [C-EC1-5His] = 0,5 uM,
lipides Ni-NTA-DLGE.
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Figure 82 : (a) Profil de densité électronique et (b) fraction de protéine dans la couche corres-
pondant a la Figure 81.
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Discussion : présence de complexes mixtes ?

Le profil de densité électronique observé pour la monocouche de fragments
mixtes est trés similaire a celul présenté précédemment pour une monocouche de
fragments C-EC1-5His seuls (voir paragraphe IV.2.2.1). Or, si des complexes
mixtes s'étaient ancrés aux lipides, le profil de densité électronique attendu
serait trés différent de celui de la couche de fragments C-EC1-5His seuls. En
effet, les domaines Fc mesurent environ 10 nm [Leckband, communication pri-
vée], et une monocouche contentant des fragments Fc-C-EC1-3 serait par consé-
quent plus épaisse que la monocouche de fragments C-EC1-5His seuls. L'épais-
seur de la monocouche observée est de 16 nm, c’est-a-dire similaire a celle d'une
monocouche de fragments C-EC1-5His seuls.

Une hypothése peut étre formulée pour expliquer pourquoi la structure de la
monocouche apres injection du fragment court Fe-C-EC1-3 est presque identique
a la couche de référence. Les fragments comprenant les domaines Fc des immu-
noglobulines sont utilisés par 1'équipe de B. Gumbiner pour étudier les affinités
entre domaines. A ce jour, aucune interaction entre fragments différents n'a été
observée. L'affinité entre les fragments de cadhérines est plus grande entre
fragments du méme type qu'entre fragments de types différents. Or, nous avons
injecté une quantité de fragments Fc-C-EC1-3 inférieure a la quantité de frag-
ment C-EC1-5His. Pour favoriser les interactions entre fragments de différents
types, il serait nécessaire d'utiliser un large exceés du fragment court par rap-
port au fragment entier, afin de déplacer 1'équilibre entre les complexes mixtes
de fragments et les fragments séparés dans la direction de la formation de com-
plexes mixtes.

Nous considérons l'hypothése selon laquelle la monocouche considérée est
composée uniquement de fragments C-EC1-5His. Apres l'injection des fragments
courts, la monocouche a incubé pendant 27 heures. L'évolution de la couche
pourrait avoir favorisé l'organisation des fragments C-EC1-5His au sein de la
monocouche. La présence d'une concentration élevée en calcium dans la sous-
phase permet de supposer qu'il existe des interactions cis et trans entre ces
fragments. La Figure 82 b) présente la proportion de cadhérine dans la monocou-
che ancrée aux lipides. Elle indique que la monocouche est composée d'une densi-
té moyenne en fragment d'environ 50% et que le profil de densité électronique
est relativement plat. Cette observation indique que les fragments forment une
monocouche trés homogéne. Il est possible que des interactions cis et trans soient
a l'origine d'une organisation latérale des fragments conduisant a un tel profil de
densité électronique.

IV.2.5 Conclusion de 1l'étude du fragment C-EC1-5His de C-
cadhérine

Par I'étude de monocouches de fragments C-EC1-5His avec les méthodes cou-
plées d'ellipsométrie et de réflectivité X, nous avons cherché a mieux comprendre
le mécanisme d'interaction entre les fragments extracellulaires de cadhérine.

Nous avons montré dans un premier temps que les fragments de C-cadhérine
immobilisés a la surface de l'eau par greffage a une monocouche de lipides li-
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gands étaient fonctionnels. Pour cela, nous avons mis en évidence une dépen-
dance de la densité massique de surface de ces monocouches de la concentration
en calcium environnante. Cette dépendance reflete 1'assemblage en complexes
antiparalléles des fragments de cadhérine en accord avec la littérature [Takeichi
1991, Pertz 1998].

En particulier, 1'absence de calcium déstabilise totalement la monocouche,
comme nous l'avons observé a la fois par ellipsométrie et réflectivité X. Lorsque
la concentration en calcium est élevée, les monocouches de fragments C-EC1-
5His sont denses. Cette observation peut étre interprétée comme une organisa-
tion partielle des fragments C-EC1-5His au sein de la couche et suggére que des
interactions entre fragments aient lieu. De plus, les complexes ancrés aux lipides
peuvent étre dissociés par l'appauvrissement de la solution constituant la sous-
phase en calcium. Cette dépendance du calcium semble indiquer qu'une propor-
tion notable de complexes antiparalleles de fragments de C-cadhérine est ancrée
aux lipides.

La structure des monocouches de fragments C-EC1-5His perpendiculaire a la
surface indique une épaisseur d'environ 16 nm. Compte tenu de la longueur du
fragment évaluée a partir de sa structure cristallographique [Boggon 2002], ce
résultat montre que les fragments ne sont pas alignés suivant la normale a la
surface et suggére une courbure et une inclinaison des fragments au sein de la
monocouche. Des surplus de densité aux interfaces lipides/protéines et protéi-
nes/sous-phase pourraient correspondre a des interactions entre domaines N-
terminaux (EC1 et/ou EC2). Combiné avec l'observation de la dissociation de
complexes trans par appauvrissement de la sous-phase en calcium ce résultat
indique que des complexes cis et trans coexistent a la surface. Cependant,
I'épaisseur de la monocouche n'est pas compatible avec des interactions trans
régies par les domaines N-terminaux seuls. Un tel complexe mesurerait en effet
entre 38,5 nm [Boggon 2002] et 40 nm [Sivasankar2001b]. Cela suggeéere que les
complexes trans présents dans la couche sont trés fortement interdigités. Le
modele proposé par S. Sivasankar et al. (voir la Figure 9) met en jeu des interac-
tions entre fragments totalement interdigités. Les travaux récents de M. Re-
naud-Young et al. ont montré que le domaine EC1 interagit avec un domaine de
cadhérine voisine autre que le domaine EC1 [Renaud-Young 2002], suggérant
également un enchevétrement des fragments extracellulaires de cadhérine.

Notre étude d'assemblage entre fragments n'est pas concluante. Il n'est pas
possible de distinguer l'auto-assemblage de fragments C-EC1-5His de l'interac-
tion entre les fragments et les lipides (paragraphe IV.2.4.1). De méme, 1l'expé-
rience mettant en jeu le mélange de fragments C-EC1-5His et Fc-C-EC1-3 a mon-
tré que ce dernier ne s'est pas intégré a la monocouche de fragment C-EC1-5His
(paragraphe IV.2.4.2). Il n'a donc pas été possible de localiser l'interaction entre
fragments extracellulaires de cadhérine le long des domaines du fragment C-
EC1-5His. Cette étude préliminaire serait a poursuivre en particulier en utili-
sant d'une part des fragments de cadhérine ne comportant pas d'étiquette histi-
dine afin de supprimer toute interaction lipide-protéine lors d'une deuxiéme
injection sous une monocouche préformée, et d'autre part en ayant recours a de
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plus grande quantité de fragments courts de compositions en domaines extra-
cellulaires variées afin de favoriser les interactions mixtes.

En conclusion, 1'ensemble de cette étude nous permet de faire quelques hypo-
théses sur le comportement des fragments extracellulaires de C-cadhérine. Les
fragments C-EC1-5His sont ancrés aux lipides sous forme de complexes antipa-
ralléles totalement interdigités. Cela est a priori opposé au modeéle de complexes
mettant en jeu les domaines extracellulaires EC1 et EC2 présentés dans la litté-
rature par de nombreuses équipes (notamment [Boggon 2002], [Shapiro 1995],
[Pertz 1998]). Cependant, cette hypothése ne remet pas en cause l'existence de
tels complexes au cours de la formation d'une jonction entre deux cellules. L'in-
teraction entre les domaines extracellulaires de cadhérine pourrait se faire en
plusieurs étapes, dont la premiére serait la formation d'un complexe anti-
parallele relié au niveau des domaines N-terminaux. La derniére étape de ce
processus serait un complexe anti-paralléle au sein duquel les fragments se re-
couvriraient totalement. Cette hypothése est en accord avec les travaux plus
récents de 1'équipe de D. Leckband [Sivasankar 2002] et de Renaud-Young et al.
[Renaud-Young 2002].
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IV.3 Etude du fragment VE-EC1-4His de VE-cadhérine

Nous présentons dans cette section les résultats concernant le fragment de
VE-cadhérine VE-EC1-4His. Cette étude a été effectuée en collaboration avec
I'équipe de D. Gulino de 1'Institut de Biologie Structurale (I.B.S.), et deux de ses
étudiantes S. Bibert et R. Al-Kurdi. Avant de travailler sur le fragment VE-EC1-
4His, plusieurs constructions ont été imaginées. Tous les fragments ont été pro-
duites par S. Bibert, R. Al-Kurdi et E.Concord (I.B.S.).

Lors des premiers essais d'adsorption de VE-cadhérine a des monocouches li-
pidiques, nous avions choisi de greffer la protéine sur des lipides fonctionnalisés
a leur téte polaire par un groupement maléimide. Pour cela, une construction
exprimant un fragment comportant les modules extracellulaires EC1 a EC4 plus
quelques acides aminés du domaine EC5 ainsi qu'une cystéine en position C-
terminale a été produite. Le greffage sur les lipides se fait par une réaction chi-
mique mettant en jeu l'atome de soufre de la cystéine et le groupement maléi-
mide du lipide. Cette méthode nécessite d'abord une réduction des ponts disulfu-
res entre cystéines. Plusieurs tentatives pour obtenir de cette maniére des cou-
ches denses du fragment de VE-cadhérines sont restées vaines. Nous n'avons pas
observé d'influence du calcium sur ces couches de VE-cadhérine. De plus, une
forte adsorption non spécifique de ces fragments a été observée sous une mono-
couche de lipides diluants DOPC.

Apres avoir imaginé de produire une protéine de fusion entre la VE-cadhérine
et la streptavidine afin d'utiliser des lipides biotinylés, nous avons opté pour une
construction possédant une étiquette polyhistidine en position C-terminale.
Cette construction est similaire a celle de la C-cadhérine, ce qui nous a permis de
travailler avec les mémes lipides chélatant 1'ion nickel. Les fragments de VE-
cadhérine sont exprimés en grande quantité par des bactéries E. Coli, mais ces
derniéres ne peuvent pas élaborer les ponts disulfures car leur cytoplasme est
réducteur. Ainsi, pour contourner cet inconvénient, un fragment recombinant
composé des quatre modules extracellulaires EC1 a EC4 de la VE-cadhérine a été
produit, le module EC5 comportant deux ponts disulfures?3,

Une troisiéme stratégie est en cours afin d'exprimer la partie extracellulaire
entiere de la VE-cadhérine. Une étiquette polyhistidine est accolée en position C-
terminale aux cing modules extracellulaires EC1 a EC5. Ce fragment qui est
glycosylé est exprimé dans des cellules d'insecte infectées par un baculovirus

exprimant le géne de la protéine.

Les masses des fragments de cadhérines C-EC1-5His et VE-EC1-4His sont
respectivement de 70kDa et de 48,9kDa. La différence de masse moléculaire est
due au module extracellulaire supplémentaire EC5 et a la présence de polysac-
charides sur le fragment de C-cadhérine. Le role des polysaccharides dans les
interactions entre cadhérines est non élucidé a 1'heure actuelle. Néanmoins, il

23 Le fragment de C-cadhérine comporte les cinq domaines extracellulaires car il est

exprimé dans des cellules eucaryotes.
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est possible que les interactions entre fragments de VE-cadhérine soient diffé-
rentes de celles régies par les fragments de C-cadhérine du fait de la présence
des polysaccharides sur ces derniers.

Des études menées par D Gulino et ses collaborateurs ont montré que les
fragments de VE-cadhérine VE-EC1-4 s'auto-associent en solution sous forme
d'hexameres [Legrand 2001]. D'aprés ce modeéle, les molécules de VE-cadhérines
seraient associées de maniere anti-paralléle formant ainsi un tube creux (voir la
Figure 8, Chapitre II). Au sein de 1'hexamere, deux fragments VE-EC1-4His
s'associeraient d'une maniére anti-paralléele, les modules EC3 étant face a face et
les modules EC2 et EC4 interagissant entre eux. Ce modéle est compatible avec
les résultats de S. Sivasankar et al. obtenus sur le fragment C-EC1-5His de C-
cadhérine par mesure de force de surface [Sivasankar2000a, Sivasankar2000b].
En particulier, les auteurs ont montré que deux fragments extracellulaires de C-
cadhérine antiparalléles interagissent en étant décalées de 1,5 (voir Figure 9,
Chapitre II). Ce type d'association est proche du modeéle proposé par D. Gulino et
al. décrivant l'interaction des VE-cadhérines au sein de I'hexameére. Toutefois,
dans ce modele, I'hypothése selon laquelle les molécules s'auto-associent d'une
maniere antiparalléle n'a pas encore été démontré et il est possible que les cad-
hérines soient associées de maniere parallele. Un des objectifs de ce travail était
de répondre a cette question.

Nous avons montré dans la section précédente que les fragments de C-
cadhérine forment a l'interface lipide-eau des complexes anti-paralléles dépen-
dants du calcium. Dans cette section, nous étudions la formation de monocouches
de fragments de VE-cadhérine ainsi que la dépendance de ces monocouches avec
la présence d'ions Ca?*. Les questions que nous nous posons sont les suivantes :

e Les fragments de VE-cadhérine forment-ils des complexes antiparalléles
dépendant du calcium?

e Quelle est la structure des monocouches fragments de VE-cadhérine, la
taille de la molécule, et comment cette structure est-elle comparable a celle
des fragments de C-cadhérine?

e Quelle est la structure de complexes composés de fragments de VE-
cadhérine de différentes tailles? Est-il possible de localiser les interactions
entre domaines extracellulaires le long de la molécule?

Pour répondre a ces questions, nous avons d'abord étudié par ellipsométrie
l'adsorption du fragment de VE-cadhérine VE-EC1-4His a la monocouche de
lipide en fonction de la concentration en calcium de la sous-phase. Puis, nous
avons déterminé, par réflectivité des rayons X, la structure de la monocouche
constituée de fragments VE-EC1-4His selon un axe perpendiculaire a la surface.
Le profil de densité électronique obtenu peut alors étre comparé a celui de mono-
couche du fragment de C-cadhérine C-EC1-5His. Enfin, pour identifier les inte-
ractions mises en jeu entre les fragments de VE-cadhérine le long de la molécule,
nous avons étudié par réflectivité X 1'adsorption aux lipides de trois mélanges
composés de fragments de VE-cadhérine de différentes tailles: les fragments VE-
EC1-3, VE-EC2-4 et VE-EC3-4 (voir la Figure 11b)).



129

IV.3.1 Interaction non-spécifique

Comme le fragment de C-cadhérine C-EC1-5His que nous avons étudié précé-
demment, le fragment VE-EC1-4His posséde une étiquette polyhistidine en posi-
tion C-terminale lui permettant d'interagir avec l'ion nickel chélaté par les lipi-
des ligands. Il est nécessaire de vérifier que les protéines s'ancrent aux lipides
via une interaction mettant en jeu 1'étiquette polyhistidine et 1'ion nickel afin de
s'assurer que les cadhérines formant la monocouche sont orientées d'une facon
équivalent a l'orientation des cadhérines a la surface des cellules endothéliales.

Dans cette section, nous évaluons au préalable la quantité de protéines qui se
dépose sous les lipides sans qu'aucune interaction entre 1'ion nickel et 1'étiquette
polyhistidine ait lieu, ce qui est couramment appelé 1'adsorption non-spécifique.
Pour cela, nous avons d'abord étudié par ellipsométrie 1'adsorption du fragment
VE-EC1-4His a une monocouche de lipides diluants DOPC. Puis, par réflectivité
des rayons X, 1'évolution de la structure d'une monocouche du mélange de lipides
diluants DOPS:DOPE (1:7) sous lequel est injecté le fragment de VE-cadhérine
VE-EC1-4His.

IvV.3.1.1 Ellipsométrie

L'évolution d'une monocouche de lipides diluants DOPC est suivie par ellip-
sométrie apres l'injection de fragments VE-EC1-4His dans la sous-phase. La
concentration en calcium de la sous-phase était de 4 mM CaClz. Le dépot des
lipides a la surface de l'eau a été effectué au temps t=5 min et 1'injection des
protéines environ 1 heure apres.
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Figure 83 : Suivi ellipsométrique de l'injection du fragment VE-EC1-4His sous les lipides ligands
DOPC (y en gris, A en noir). L'échelle de temps est agrandie entre t=0 et t=15 minutes pour indiquer
le dépot des lipides. Conditions Expérimentales: [VE-EC1-4His] = 0,5 yM, [CaCl;] = 4 mM.

Le suivi des angles ellipsométriques y et A est présenté sur la Figure 83. Les
mesures des angles y et A sont assez bruitées, mais apres 16 heures d'incubation
du fragment de VE-cadhérine sous la monocouche de lipides, leurs valeurs
moyennes n'ont pas changé par rapport aux valeurs mesurées sur la couche de
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lipides seuls. La masse apparente des lipides ne peut pas étre calculée a partir
des angles y et A par 1'équation de de Feijter [de Feijter 1978] puisque l'incré-
ment d'indice n'est pas défini pour les lipides. Cette expérience indique que tres
peu de protéine s'est adsorbée aux lipides.

IV.3.1.2 Réflectivité X

Une solution de fragments VE-EC1-4His a été injecté sous une monocouche
du mélange de lipides diluants DOPS:DOPE (1:7). La concentration finale en
protéine était de 0,5 uM et la concentration en ions Ca2* de la solution tampon de
5 mM. Ce mélange de lipides diluants a été utilisé car sa composition et la struc-
ture de ces lipides sont trées proches des lipides employés pour la cristallisation a
deux dimensions de la VE-cadhérine (par R. Al-Kurdi, I.B.S.), a savoir le mé-
lange de lipides ligand-diluant Ni-NTA-DOGS:DOPE (1:7).

La Figure 84 présente les courbes de réflectivité mesurées sur la monocouche
de lipides seuls et sur le systeme lipide+protéine. Une légere différence apparait
dans la position et l'amplitude du minimum principal attribué aux lipides. La
courbe des lipides seuls peut étre décrite a 1'aide d'un modéele a deux couches
calculé par le programme Parratt32, celle de la couche lipo-protéique a été ajus-
tée par un modele a trois couches. Ces deux modeles sont présentés sur la Figure
85.
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Figure 84 : Comparaison des courbes de réflectivité X mesurées a la surface de lipides diluants
seuls et avec le fragment de VE-cadhérine VE-EC1-4His. Conditions Expérimentales : [VE-EC1-4His]
= 0,5 uM, [CaClz] = 5mM. Lipides DOPS:DOPE(1:7).

Les deux modéles sont assez différents en ce qui concerne la couche attribuée
a la téte polaire des lipides. La densité électronique de cette couche est plus

’

élevée pour les lipides seuls que pour la couche lipo-protéique. De plus, le modéle
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lipide+protéine est composé d'une troisieme couche qui constitue une légere sur-
épaisseur pres de la téte polaire des lipides. En moyenne sur plusieurs ajuste-
ments effectués, cela correspond a une épaisseur de 0,64 nm.

Cette couche est trop fine pour correspondre au fragment de VE-cadhérine.
En effet, d'apres des clichés de microscopie électronique, la VE-cadhérine mesure
environ 4 nm de diameétre et le fragment VE-EC1-4His 18 nm de long [Legrand
2001]. La sur-densité observée ne peut donc pas correspondre a une monocouche
de fragments de VE-cadhérine ancrés aux lipides soit par une liaison histidine-
nickel, soit par une adsorption non spécifique conduisant a des protéines couchée
parallelement a la couche de lipides. Il se pourrait que la protéine ait pénétré la
monocouche de lipide. La protéine pourrait s'étre dénaturée a l'interface air-eau,
ce qui conduirait a une couche trés fine. Cela pourrait expliquer la différence de
densité électronique au niveau des tétes polaires.
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Figure 85 : Comparaison des profils de densité électronique calculés pour les courbes présen-
tées sur la Figure 84.

En conclusion, les mesures d'ellipsométrie et de réflectivité X présentées in-
diquent qu'une quantité négligeable de fragments VE-EC1-4His s'est adsorbée de
maniére non spécifique a la monocouche des lipides diluants. Dans la suite de
cette section, nous présentons des expériences d'ellipsométrie ou de réflectivité X
dans lesquelles sont utilisés des fragments comportant une étiquette histidine et
des lipides ligands. Nous disposerons donc a priori d'une monocouche de protéi-
nes orientées de la méme maniere que les cadhérines a la surface d'une cellule,
c'est-a-dire le domaine EC4 lié aux lipides et le domaine EC1 dirigé vers la sous-
phase.
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IV.3.2 Etude ellipsométrique de monocouches du fragment VE-
EC1-4His

Nous étudions dans cette section le comportement du fragment VE-EC1-4His
en fonction de la concentration en calcium de la sous-phase. Ces expériences ont
été réalisées avec le mélange de lipides ligands-diluants Ni-NTA-DOGS :DOPE
(1:7), et avec le méme lot de fragment.

Iv.3.2.1 Adsorption du fragment VE-EC1-4His dépendante du calcium

L'objectif de cette étude est de déterminer si l'adsorption de fragments sur les
lipides dépend de la concentration de la sous-phase en calcium et du pourcentage
d'hexameres et de monomeéres injectés. La forme hexamérique des fragments de
VE-cadhérine existe pour des concentrations en protéines et en calcium élevées.
Lorsque les concentrations en protéines et en calcium diminuent, les interactions
entre fragments n'ont plus lieu et les fragments sont sous forme monomeérique.

Expérience A : 95 % d'hexaméres en solution, [Ca?*]=4 mM

Protocole de l'expérience A

Le fragment VE-EC1-4His a été injecté sous une monocouche du mélange de
lipides Ni-NTA-DOGS:DOPE (1:7). La concentration initiale de la solution de
fragment est de 22 uM, ce qui équivaut a un pourcentage d'hexameres de 95%
[Legrand 2001]. La concentration finale en solution des fragments est de 0,5 uM.
Le suivi ellipsométrique de 1'adsorption des protéines sur les lipides est présenté
sur la Figure 86. Le temps est compté a partir du dépot des lipides et les frag-
ments VE-EC1-4His sont injectés au temps t=40 minutes.

Résultats de la mesure

La cinétique d’adsorption du fragment sur la couche de lipides montre une
stabilisation des angles ellipsométriques qui correspond a une saturation de la
monocouche de protéine, trois heures apreés l'injection des protéines (Figure 86).
L'adsorption se fait en deux étapes, comme nous l'avions remarqué dans le cas de
l'adsorption aux lipides du fragment de C-cadhérine (paragraphe IV.2.2.1). Dans
une premiére étape rapide de 15 minutes aprés l'injection des protéines, l'angle A
atteint 91% de sa valeur maximale, et 1'angle y 80%. Puis, nous observons un
régime lent de saturation et probablement de réarrangement des protéines dans
la couche.

Les plages de points manquants dans la cinétique d'adsorption sont les ins-
tants ou ont été enregistrées les courbes ellipsométriques angulaires grace aux-
quelles nous calculons la quantité de masse adsorbée apparente par 1'équation de
de Feijter (voir Chapitre I). Trois heures apres 1l'injection du fragment VE-EC1-
4His, la densité massique surfacique apparente s’éleve a 9,4 mg/m?2 d'apres
l'analyse des variations angulaires de y et de A présentés sur la Figure 87.
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Figure 86 : Expérience A :Adsorption du fragment VE-EC1-4His a une monocouche de lipides Ni-
NTA-DOGS :DOPE (1 :7) mesurée par ellipsométrie : évolution des angles y (a) et A (b). Les fleches
indiquent le dépdt des lipides et l'injection en sous-phase du fragment VE-EC1-4His. Conditions
Expérimentales : [VE-EC1-4His] = 0,5 yM, [CaCl.] = 4 mM.
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Figure 87 : Variations des angles y (a) et A (b) en fonction de I'angle d'incidence et courbes cal-
culées pour la monocouche lipides+cadhérines. Conditions Expérimentales : [VE-EC1-4His] = 0,5
UM, [CaCl2] = 4 mM, lipides Ni-NTA-DOGS :DOPE (1 :7).

Comparaison avec le fragment C-ECI1-5His

La masse apparente de fragments C-EC1-5His ancrés aux lipides DLGE a été
évaluée a 10,1 mg/m?2 par ellipsométrie pour une concentration de la sous-phase
en calcium de 5 mM (voir le paragraphe IV.2.2.1). La masse apparente de frag-
ment VE-EC1-4His ancrée au mélange de lipides ligands-diluants représente
donc 93 % de celle obtenue avec le fragment C-EC1-5His ancré a des lipides li-
gands seuls. Or, le fragment VE-EC1-4His a une masse égale aux 3/4 de celle du
fragment de C-cadhérine C-EC1-5His. De plus, sa longueur est estimée a 18 nm
lorsque ses quatre domaines extracellulaires sont alignés [Legrand 2001], ce qui
représente 3/4 de la longueur de la C-cadhérine estimée a 23,5 nm si les cing
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domaines extracellulaires sont alignés. Nous pouvions par conséquent nous at-
tendre a mesurer une masse apparente surfacique égale environ aux 3/4 de la
masse de fragment C-EC1-5His ancré dans des conditions similaires. La mono-
couche formée par le fragment VE-EC1-4His est donc relativement plus dense
que celle formée par le fragment C-EC1-5His.

Plusieurs hypothéses peuvent étre avancées pour expliquer cette observation.
Tout d'abord, le fragment de C-cadhérine que nous avons étudié est glycosylé
contrairement au fragment de VE-cadhérine. La présence des polysaccharides,
qui rend la protéine plus proche de sa forme native, est connue des cristallogra-
phes pour empécher les protéines de cristalliser, puisqu'ils génent l'empilement
compact des protéines. Il est possible que les polysaccharides jouent un tel role
dans la monocouche de fragments de C-cadhérine. De plus, l'adsorption des pro-
téines aux lipides peut varier en fonction de leur nature, c'est-a-dire si la couche
est composée de lipides ligands seuls ou de mélange de lipides ligands et di-
luants. Enfin, la solution de fragment VE-EC1-4His injectée contenait un pour-
centage d'hexameres de 95 %. Or, d'aprés le modele de P. Legrand et al. [Legrand
2000], les hexameres de VE-cadhérines pourraient interagir de maniére a former
un réseau a la surface des cellules. Si les fragments de VE-cadhérine sont ancrés
aux lipides sous la forme d'hexameéres, il est possible qu'ils interagissent entre
eux et forment une couche compacte.

Cependant, une comparaison quantitative entre les deux protéines est déli-
cate. Tout d'abord, rappelons que nous avons choisi une valeur de 0,19 pour l'in-

crément d'indice d—, bien qu'il soit différent d'une protéine a l'autre. La littéra-
c

ture fait état d'une variabilité de 10% sur ce rapport, ce qui implique 10% d'in-
certitude sur la valeur de la masse adsorbée apparente estimée ici (voir le
Chapitre I et [Handbook1960]).

Expérience B : 80% d'hexaméres en solution, [Ca?*]= 0,5 mM

Protocole de l'expérience B

Nous considérons ici une monocouche de fragments VE-EC1-4His élaborée en
présence d'une concentration en calcium de 0,5 mM dans la sous-phase. Le dépot
du mélange de lipides Ni-NTA-DOGS:DOPE (1:7) est effectué au temps t=5 min.
Les fragments de VE-cadhérine sont injectés au temps t=1,5 h a une concentra-
tion finale en solution de 0,5 uM.

D'apres P. Legrand et al., les fragments de VE-cadhérine doivent étre conser-
vés dans une solution contenant une concentration en calcium minimale de 0,5
mM pour éviter leur dénaturation [Legrand 2001]. Pour diminuer la proportion
d'hexameres par rapport aux monomeres, les auteurs ont montré qu'une solution
de fragments VE-EC1-4His de concentration élevée doit étre diluée et maintenue
au moins 24 heures a température ambiante. Nous avons dilué dix fois une solu-
tion de fragment VE-EC1-4His de concentration initiale 22 pM en présence d'une
concentration en calcium de 5 mM. La concentration en fragment de la solution
initiale injectée sous les lipides est de 2,2 uM, ce qui signifie que les fragments
se trouvent, lorsque I'équilibre est atteint, a 80% sous forme d'hexameéres.
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Résultats de la mesure et discussion

La Figure 88 présente la cinétique d'adsorption des fragments VE-EC1-4His
au le mélange de lipides Ni-NTA-DOGS:DOPE (1:7). L'adsorption est différente
de l'expérience A décrite précédemment ou une adsorption en deux étapes était
observée (voir la Figure 86). Ici, les variations de y et de A peuvent étre modéli-
sées par une exponentielle en fonction du temps ¢t de la forme o+f.exp(-t/1), ou 7
est un temps caractéristique de l'adsorption et o et B sont des constantes. Les
courbes calculées sont superposées aux données expérimentales sur la Figure 88.
Le temps caractéristique d'adsorption est de 48 minutes pour y et de 20 minutes
pour A. La différence de temps caractéristique d'adsorption pour les angles ellip-
sométriques y et A met en évidence la non-linéarité des variations de ces angles
avec l'augmentation de la densité de protéines en surface. Par ailleurs, la
concentration initiale en fragment est dix fois inférieure dans cette expérience
que dans l'expérience A, ce qui explique que le temps caractéristique d'adsorp-
tion est par conséquent plus long.

La différence entre les temps caractéristiques de stabilisation respectifs de y
et de A vient du fait que les variations de y et de A ne sont pas linéaires avec les
variations d'épaisseur ou d'indice pour des épaisseurs telles que la taille du
fragment, comme nous l'avons mentionné dans le Chapitre I. Le temps caracté-
ristique de stabilisation de y est deux fois plus long que celui de A. Les temps
caractéristiques ne sont donc pas propres au phénoméne d'adsorption de la pro-
téine aux lipides, mais aux variations des angles ellipsométriques. Cela justifie
le fait que nous nous intéressions a la fois aux variations simultanées de y et de
A et que nous mesurions a partir des courbes ellipsométriques angulaires pour
déterminer la quantité de protéines adsorbées aux lipides.
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Figure 88 : Expérience B : Adsorption du fragment de VE-cadhérine VE-EC1-4His a une
monocouche de lipides Ni-NTA-DOGS :DOPE (1 :7) : évolution des angles y (a) et A (b). Les
fleches indiquent le dép6t des lipides et I'injection de la VE-cadhérine dans la sous-phase.
Sur chaque figure sont représentés les données expérimentales respectives de y et A et des
ajustements par des exponentielles. Conditions Expérimentales : [VE-EC1-4His] = 0,5 pM,
[CaCl2] = 0,5 mM.

La masse apparente de fragments VE-EC1-4His en surface est déterminée a
partir d'une mesure ellipsométrique angulaire présentée sur la Figure 89. Pour
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comparaison, apparaissent également sur cette figure les variations de y et A en
fonction de l'angle d'incidence et les ajustements correspondants pour la mono-
couche de lipides seuls. Aprées une incubation de 4 h 40 min, qui correspond a la
stabilisation des deux angles ellipsométriques, la masse apparente s'éleve a
7,3mg/m2. La quantité de fragments ancrés aux lipides représente donc 78% de la
masse adsorbée apparente de 1'expérience A.
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Figure 89 : Expérience B : Variations des angles y (a) et A (b) en fonction de I'angle
d'incidence et courbes calculées pour la monocouche de lipides seuls et la monocouche li-
pides+cadhérines. Conditions Expérimentales : [VE-EC1-4His] = 0,5 yM, [CaCl;] = 0,5 mM.

Expérience C: 20% d'hexameéres, [Ca®*]= 0,5 mM

Protocole de l'expérience

Pour atteindre une proportion d'hexameres de 20%, nous avons dilué cent fois
une solution de fragment VE-EC1-4His de concentration initiale 22 uM et de
concentration en calcium 0,5 mM, puis attendu 30 heures pour atteindre 1'équili-
bre entre monomeéres et hexameres. La solution diluée de fragment VE-EC1-4His
a été injecté sous une monocouche du mélange de lipides Ni-NTA-DOGS:DOPE
(1:7). La concentration initiale de la solution de fragment VE-EC1-4His est de
0,22 uM. A cause de cette faible concentration de la solution de fragment, nous
avons da déposer les lipides sur la solution protéique, au lieu d'injecter la solu-
tion de protéine concentrée sous la monocouche de lipides, comme pour les autres
expériences. La concentration finale des fragments en solution est donc de 0,22
uM. Le temps est compté a partir du dépot des lipides sur la solution de frag-
ments VE-EC1-4His.

Résultats de la mesure et discussion

La Figure 90 présente les cinétiques d'adsorption des fragments VE-EC1-4His
aux lipides. La cinétique d'adsorption est bien plus lente que celle des expérien-
ces précédentes A et B. Les temps caractéristiques de stabilisation des angles vy
et A sont respectivement 4h 16min et 2h 8min. Ils sont donc en moyenne six fois
plus longs que les temps caractéristiques déterminés pour l'adsorption des frag-



137

ments VE-EC1-4His en solution initiale de concentration 2,2 uM. Le temps ca-
ractéristique de stabilisation de y est deux fois plus long que celui de A comme
nous l'avions remarqué dans l'expérience B.
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Figure 90 : Expérience C : Evolution des angles v (a) et A (b) lors de I'adsorption du frag-
ment de VE-cadhérine VE-EC1-4His a une monocouche de lipides Ni-NTA-DOGS :DOPE (1 :7).
Les fleches indiquent I'injection de la VE-cadhérine dans la sous-phase. Sur chaque figure sont
représentés les données expérimentales respectives de y et A et des ajustements par des ex-
ponentielles. Conditions Expérimentales : [VE-EC1-4His] = 0,22 uM, [CaCl;] = 0,5 mM.
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Figure 91 : Expérience C : Variations des angles y (a) et A (b) en fonction de I'angle d'in-
cidence et courbes calculées pour la monocouche de lipides seuls et la monocouche lipi-
des+cadhérines. Conditions Expérimentales : [VE-EC1-4His] = 0,22 uM, [CaCl;] = 0,5 mM.

La Figure 91 présente les variations des angles ellipsométriques y et A en
fonction de l'angle d'incidence pour la monocouche de fragments VE-EC1-4His
apreés 1 heure et aprés 21 heures d'incubation sous les lipides. L'analyse des
ajustements de ces courbes indique que la masse apparente de cadhérine en
surface est de 2,6 mg/m? aprés 1 heure et de 5,2 mg/m?2 aprés 21 heures. Cette
masse apparente représente seulement 45% de la masse apparente adsorbée
dans les conditions de l'expérience A, et 71% pour l'expérience B.
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Discussion

Les expériences que nous venons de présenter indiquent que la masse appa-
rente de fragments VE-EC1-4His adsorbés sur les lipides Ni-NTA-DOGS :DOPE
(1 :7) varie selon la concentration initiale de la sous-phase en calcium et en
fragment VE-EC1-4His, c’est-a-dire selon la proportion d'hexameres contenus
dans la solution de cadhérines injectée. Le Tableau 16 rassemble les valeurs de
masse apparente évaluées pour les trois expériences A, B et C.

Concentration | Pourcentage . Variation | Variation
e el L. Concentration Masse . AN
initiale en initial lei (mg/m?) relative a | relative a
cadhérine d'hexameéres en calcium mgim A B

[VE-EC1-4His] o 941 —

= 22 uM 95% [Caz*] =4 mM 9,4

[VE-EC1-4His] 0 941 — 0

= 2,2 uM 80% [Ca%*] = 0,56 mM 7,3 -22%

[VE-EC1-4His] 0 941 — 0 o

= 0,22 uM 20% [Ca%*] = 0,56 mM 5,2 -55% -29%

Tableau 16 : Comparaison des masses apparentes adsorbées au mélange de lipides Ni-NTA-
DOGS :DOPE (1 :7), en fonction de la concentration en calcium et de la concentration initiale de la
solution de fragments de VE-cadhérine.

L'étude du fragment de C-cadhérine avait indiqué une différence de masse de
13% entre une couche du fragment C-EC1-5His élaborée sur une solution riche
en calcium (5 mM CaClz) et une couche élaborée sur une solution pauvre en cal-
cium (0,5 mM CaClz) (voir le Tableau 12). Ces deux monocouches ont été élaborée
en présence de solutions contenant environ 50% de diméres et de monomeres. En
ce qui concerne l'adsorption du fragment VE-EC1-4His, la différence de masse
apparente adsorbée est de 22% entre les expériences A et B. Cette différence de
masse apparente adsorbée sur les lipides peut étre interprétée a partir d'une
adsorption mixte d'hexameéres et de monomeres du fragment VE-EC1-4His. En
effet, comme nous l'avions remarqué dans le cas du fragment de C-cadhérine,
lorsque les fragments de cadhérine n'interagissent pas (c’est-a-dire en l'absence
de calcium), leurs extrémités sont libres et peuvent prendre des orientations
variables [Pertz 1998]. Une monocouche constituée de fragments capables de
s'auto-associer est donc plus dense qu'une monocouche au sein de laquelle les
cadhérines n'interagissent pas. Ainsi, la monocouche de l'expérience A, formée a
partir d'une proportion élevée d'hexameres (95%) et a forte concentration en ions
calcium (4 mM), est plus dense que la monocouche de l'expérience B, élaborée a
partir d'une proportion plus faible d'hexameres (80%) et dans une solution moins
concentrée en ions calcium (0,5 mM).

Cette hypothése est confirmée par 1l'expérience C au cours de laquelle une
solution composée de 20% seulement d'hexameéres de fragments VE-EC1-4His est
injectée sous les lipides dans une sous-phase contenant 0,5 mM de calcium. Nous
observons dans ce cas une couche trés peu dense, puisque la masse apparente ne
constitue que 45% de la masse de fragments ancrés aux lipides dans des condi-
tions de concentration en calcium et en protéine favorables a la forme hexaméri-
que des fragments de VE-cadhérine. La monocouche composée majoritairement
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de la forme monomérique du fragment est moins dense que les monocouches
composées d'hexameéres.

Notons que la quantité de fragments injectée dans la sous-phase est large-
ment supérieure a la quantité théorique nécessaire a la saturation compléte
d'une monocouche. En effet, les cadhérines ayant un diametre de 4nm
[Gulino1998] et la cuve expérimentale ayant un diametre de 3 cm, la quantité de
protéine nécessaire pour élaborer une monocouche dans laquelle les protéines
seraient des cylindres cote a cote a la surface, est 24 fois moins élevée que la
quantité de protéine injectée a une concentration finale de 0,5 uM, et 10 fois
mois élevée dans le cas ou la concentration finale est de 0,22 uM. La différence
de masse adsorbée apparente observée dans les différents cas A, B et C ne peut
donc pas étre attribuée a un manque de protéines dans la sous-phase.

En conclusion, l'adsorption du fragment de VE-cadhérine VE-EC1-4His sur
des lipides dépend de la composition en hexamere et en monomeére de la sous-
phase. Nous observons des couches moins denses lorsque la concentration en
calcium de la sous-phase est égale a 0,5 mM (expérience B) et lorsque la forme
monomérique du fragment est prépondérante (expérience C). Ces résultats sont
cohérents avec ceux de P. Legrand et al. qui ont mis en évidence l'existence
d'hexameres de VE-cadhérines dépendants du calcium.

Afin de déterminer si l'association des fragments de VE-cadhérine au sein du
complexe hexamérique est parallele ou antiparalléle, nous avons utilisé des mo-
nocouches de différentes densités massiques de surface. En effet, si les frag-
ments associés a la monocouche lipidique constituent des hexameéres antiparal-
leles, i1l devrait étre possible de dissocier puis de ré-associer les fragments a la
surface par modification de la concentration en calcium dans la sous-phase.

1vV.3.2.2 Dissociation de fragments de VE-cadhérine

Nous avons montré que les fragments VE-EC1-4His liés a une monocouche de
lipides forment des complexes dépendants de la concentration en calcium dans la
sous-phase. Dans cette section, nous étudions d'abord la dissociation des
complexes de fragment VE-EC1-4His en diluant progressivement la sous-phase
de maniére a l'appauvrir en calcium. Ensuite, nous étudions l'association entre
des fragments de VE-cadhérine ancrés a la surface de monocouches lipidiques et
d'autres fragments de VE-cadhérine injectés dans la sous-phase avec du calcium.

Considérons I'hypothése des hexameéres antiparalleles de VE-cadhérine et une
monocouche formée par de tels complexes ancrés sous une monocouche de lipides.
Une partie seulement des fragments serait alors liée aux lipides par l'intermé-
diaire de 1'étiquette polyhistidine. L'autre partie des fragments présenterait le
domaine EC4 comportant l'étiquette polyhistidine du c6té opposé aux lipides.
Pour accrocher un hexameére a la monocouche lipidique, il suffit en effet d'une
seule molécule de fragment VE-EC1-4His. Ainsi, une partie des fragments est
susceptible de se détacher si les interactions au sein des structures hexaméri-
ques sont supprimées.
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Nous avons indiqué dans le chapitre II que dans une jonction entre deux cel-
lules, les cadhérines ancrées dans la membrane cellulaire interagissent avec des
cadhérines de la cellule opposée d'une maniere dépendante du calcium [Takeichi
1991]. Une diminution de la concentration en calcium change les interactions
entre cadhérines. O. Pertz et al. ont montré que les interactions entre cadhérines
se faisailent par étape selon la concentration en calcium [Pertz 1998]. Plus préci-
sément, une diminution de la concentration en calcium de la sous-phase engen-
dre la disparition d'abord des interactions trans, puis des interactions cis et
enfin elle peut conduire a la dénaturation des cadhérines. Nous nous proposons
d'étudier la dissociation des structures hexamériques en fonction de la concen-
tration en calcium, afin de confronter le comportement des fragments de VE-
cadhérine a cette hypothese.

Suite de l'expérience A

Protocole

Les fragments VE-EC1-4His ont été injectés a une concentration finale de 0,5
uM sous les lipides Ni-NTA-DOGS:DOPE (1:7) dans une sous-phase contenant
une concentration de 4 mM en ions Ca?*. La concentration de la solution initiale
de fragment était de 22uM, ce qui correspond a une proportion d'hexamere est de
95%. Aprés stabilisation du signal ellipsométrique, la concentration de calcium
est diminuée a 0,1 mM par dilution, c’est-a-dire par un échange de la sous-phase
par une solution tampon identique a la précédente, sans protéine et contentant
une concentration en ions Ca2* de 0,1 mM. Au total, neuf dilutions a 50% ont été
effectuées, correspondant a un volume échangé égal a environ 4 fois celui de la
cuve, pour atteindre une concentration finale en calcium de 0,107 mM. Des solu-
tions du chélatant d'ions divalents EGTA ont ensuite été ajoutées a la sous-
phase, de maniére a atteindre successivement les concentrations finales en
EGTA de 0,5 mM, 0,67 mM, 2 mM et 10 mM.

La Figure 92 présente une série de courbes ellipsométriques angulaires me-
surée sur cette couche de fragments de VE-cadhérine apres stabilisation des
signaux. A chaque étape, les variations des angles y et A en fonction de 1'angle
d'incidence ont été comparées a des courbes calculées. Les modéles utilisés pour
le calcul de ces courbes ont servi a évaluer la quantité apparente de protéines
ancrées en surface aux étapes successives :

e Premiére étape : Monocouche du fragment VE-EC1-4His ancrés aux lipides
Ni-NTA-DOGS:DOPE (1:7), dans une sous-phase contenant 4 mM de CaClsz, 3
heures 20 apres l'injection des protéines;

e Deuxiéme étape : 22 heures aprés la diminution de la concentration en
calcium a 0,1 mM;

e Troisiéme étape : 18 heures aprées l'addition d'EGTA a 2 mM;

¢ Quatrieme étape : 20 heures apreés une seconde addition d'EGTA condui-
sant a une concentration finale de 10 mM.
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Figure 92 : Expérience A : Courbes ellipsométriques angulaires successives de y (a) et de A (b)
et ajustements correspondant aux changements effectués dans la sous-phase : monocouche de
fragments VE-EC1-4His ancrés aux lipides Ni-NTA-DOGS:DOPE (1:7) avec une concentration initiale
en calcium de 4 mM CacCly, puis dilution de la sous-phase a 0,1 mM Ca, et injection d’EGTA pour
atteindre les concentrations finales de 2 mM puis 10 mM. Conditions Expérimentales : [VE-EC1-4His]
= 0,5 uM, [Ca2+]= 4 mM. [VE-EC1-4His] = 22 yM avant injection
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Résultats de la mesure

Les variations de la masse adsorbée apparente en fonction du temps sont pré-
sentées sur la Figure 93. Les étapes principales de l'expérience sont indiquées
par des fleches. La masse adsorbée apparente de la monocouche initiale de frag-
ments de VE-cadhérine a 4 mM de calcium est de 9,4 mg/m2. Cette valeur maxi-
male constitue la référence pour les étapes suivantes de dissociation en fonction
de la concentration en ions Ca?*. Apres diminution de la concentration en cal-
cium de la sous-phase a 0,1 mM CaCl: et 18 heures d’incubation, la quantité de
protéines a la surface a diminué de 3%, a 9,1 mg/m2. Puis, nous avons ajouté des
solutions concentrées en agent chélatant EGTA permettant d'atteindre des
concentrations finales de 0,5 mM, 0,67 mM, 2 mM et 10 mM en EGTA dans la
sous-phase. La quantité de protéines adsorbées chute finalement a 7,8 mg/m?2 ce
qul correspond a une diminution de 17% par rapport a la valeur initiale. Les
valeurs des masses adsorbées apparentes évaluées sont reportées dans le
Tableau 17.
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Figure 93 : Expérience A : Variation de la masse apparente de fragment VE-EC1-4His ancrés aux
Ni-NTA-DOGS:DOPE (1:7) en fonction du temps et de I'appauvrissement de la sous-phase en cal-
cium. Les fleches indiquent les injections de fragment VE-EC1-4His ou d'EGTA et le changement de
la sous-phase pour atteindre la concentration en calcium de 0,1 mM. Conditions Expérimentales
Initiales : [VE-EC1-4His] = 0,5 uM, [Ca2+]= 4 mM. [VE-EC1-4His] = 22 yM avant injection

Suite de l'expérience B

Protocole

Cette expérience a pour objectif d'étudier la dissociation des complexes anti-
paralleles de fragments VE-EC1-4His formant une monocouche moins dense que
celle de 1'expérience A.
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Une monocouche de fragments VE-EC1-4His a été élaborée en présence d'une
solution composée de seulement 80% d'hexameres et contenant une concentration
de 0,5 mM en ions Ca?*. Les fragments VE-EC1-4His ont été injectés a une
concentration finale de 0,5 uM sous les lipides Ni-NTA-DOGS:DOPE (1:7). La
concentration de la solution initiale de fragment était de 2,2uM, ce qui corres-
pond a une proportion d'hexamere est de 80 % (voir p. 134). Apres stabilisation
du signal ellipsométrique, la concentration de la sous-phase a été appauvrie en
calcium par 1'addition d'EGTA a une concentration finale de 3 mM, puis de 10
mM.

Résultats de la mesure

La Figure 94 présente les masses adsorbées apparentes calculées a partir de
courbes ellipsométriques angulaires aprés stabilisation des angles ellipsométri-
ques. La masse adsorbée apparente de fragments formant la monocouche initiale
a été évaluée a partir des courbes ellipsométriques angulaires a 7,3 mg/m?2.

Les injections successives ’EGTA produisent une premiere désorption de 20%
de la masse adsorbée pour une concentration finale en EGTA de 3mM, la masse
apparente étant égale a 6,1 mg/m2. Puis, une seconde désorption de 32% de la
masse adsorbée est observée pour une concentration finale en EGTA de 10mM, la
masse adsorbée apparente étant de 5,0 mg/m?2.
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Figure 94 : Expérience B :Variations de la masse adsorbée apparente en fonction du temps pour
une monocouche de fragments VE-EC1-4His ancrés aux lipides Ni-NTA-DOGS:DOPE (1:7) et aprés
injection d'EGTA a des concentrations finales de 3 mM et 10 mM. Conditions Expérimentales: [VE-
EC1-4His] = 0,5 uM, [Ca2+]= 0,5 mM. [VE-EC1-4His] = 2,2 yM avant injection.

Discussion et interprétations

Un décrochage de fragments VE-EC1-4His d'une monocouche ancrée a un
mélange Ni-NTA-DOGS:DOPE (1:7), a été observée aprées appauvrissement de la
concentration en Ca2* dans la sous-phase. La diminution de la concentration en
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Ca?* a été tout d'abord réalisée par une dilution de la sous-phase, puis par addi-
tion d'EGTA. Le Tableau 17 rassemble les valeurs de la masse adsorbée appa-
rente correspondant aux expériences décrites dans cette section.

La monocouche formée par des fragments VE-EC1-4His en proportion initiale
de 95% d'hexameéres en solution a perdu 3% de sa masse apparente initiale aprés
la dilution de la concentration en calcium de la sous-phase de 4 mM a 0,1 mM,
puis 17% de sa masse apparente apres l'addition d'EGTA a une concentration
finale de 10 mM. La masse adsorbée apparente de la monocouche laissée incuber
pendant 20 heures a cette forte concentration en calcium n'a pas varié. Cela
suggere qu'un équilibre entre la sous-phase et la monocouche a été atteint.

S1 I'EGTA avait chélaté les ions Ni2* des lipides et supprimé ainsi l'interac-
tion entre lipide et protéine, on aurait pu s'attendre a une forte chute de la
masse adsorbée apparente atteignant finalement la valeur de la monocouche de
lipides seuls. Or, l'action de I'EGTA s'est limitée a la dissociation de 17% de
fragments de la monocouche initiale. Par conséquent, il est possible que l'action
de I'EGTA ait été faible sur les liaisons histidine-nickel. De plus, dans 1'étude
des fragments de C-cadhérine, nous avons vérifié que la désorption n'était pas
exclusivement due a un décrochement des cadhérines des lipides ligands via la
complexation de 1'ion Ni2* avec I'EGTA, mais aussi a une dissociation de com-
plexes antiparalleles de fragment C-EC1-5His via la complexation de 1'ion Ca2?*.

Considérons l'hypothése d'hexameres antiparalléles ancrés aux lipides par
I'intermédiaire de trois fragments. Dans ce cas, toute perte de masse de la mono-
couche attribuée a une dissociation de complexes antiparalléeles impliquerait
qu'une quantité de masse équivalente serait restée ancrée en surface. Cette pro-
portion serait un minimum car il est possible que des fragments dissociés d'un
hexamere trans se lient de nouveau avec les lipides et contribuent ainsi a une ré-
augmentation de la masse apparente. Ainsi, dans la cas ou la perte de masse
adsorbée apparente de 17% observée est interprétée comme une dissociation des
fragments de VE-cadhérine, cette perte de masse correspondrait a une propor-
tion minimale de 34% de la masse adsorbée apparente initiale impliquée dans
des complexes antiparalleles. De la méme maniere, le pourcentage de fragment
VE-EC1-4His ancrés aux lipides et engagés dans des complexes antiparalléles
serait au minimum de 64% dans l'expérience B.

La monocouche formée en présence d'une solution contenant 80% d'hexameéres
(Expérience B) est moins dense que celle formée en présence d'une solution a
95% d'hexameres (Expérience A). Comme nous l'avions observé au cours de
I'étude de la dissociation de fragment de C-cadhérine, 1'effet de la dilution de la
sous-phase sur la monocouche de fragments VE-EC1-4His est moindre que celui
de I'EGTA. Cette observation est corrélée avec une plus grande désorption lors
de l'ajout d'EGTA sous la monocouche de l'expérience B. Cela suggére que, lors-
que la monocouche de fragment est moins dense, les sites de fixation du calcium
et de nickel sont plus accessibles a I'EGTA. Par conséquent, la dissociation de
complexes antiparalléles ancrés aux lipides pourrait étre limitée par la densité
de surface de la monocouche de fragments. Il semble donc impossible de dissocier
la totalité des complexes antiparalléles sur des durées raisonnable. Trois hypo-
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théses peuvent expliquer ce phénomeéne : (1) une partie des fragments VE-EC1-
4His seraient ancrés aux lipides sous forme hexamérique antiparalléles et des
interactions paralleéles entre hexameres entraineraient une cohésion de la mono-
couche ce qui limiterait l'effet de I'EGTA; (2) a la surface de la monocouche lipi-
dique, les fragments seraient majoritairement sous forme de complexes paralle-
les ou de monoméres du fait des interactions entre 1'étiquette polyhistidine et
I'ion nickel des lipides; (3) apreés la dissociation de complexes antiparalleles en
monomeres due a l'action de I'EGTA, il se pourrait que des fragments se lient a
nouveau aux lipides ligands. Ceci pourrait expliquer pourquoi la diminution de
la masse adsorbée apparente n'est pas égale a la proportion initiale d'hexameéres
en solution.

Expérience A : 95% d'hexame- Expérience B :80% d'hexaméres
res en solution en solution
Mass Mass
Etapes e %* Etapes e %*
(mg/m2) (mg/m?2)
[Cazt] =4 mM 9,4 -
[Ca2zf] = 0,1 o [Ca2t] = 0,5
M 9,1 -3% M 7,3 -
[EGTA] = 2 - [EGTA] =3 .
M 8,3 199 M 6,1 -16%
[EGTA] = 10 78 -17 [EGTA] = 10 5 0 -32
mM ’ % mM ’ %

Tableau 17 : Tableau comparatif des valeurs de masse adsorbée apparente lors de I'appauvris-
sement de la sous-phase en calcium. *Le pourcentage est calculé par rapport a la masse apparente
de fragments adsorbés dans la monocouche initiale pour chaque expérience.

Pour vérifier que des complexes antiparalleles de VE-cadhérine peuvent se
former a l'interface lipides-eau, nous avons injecté par la suite des fragments de
VE-cadhérine a des monocouches lipidiques comportant a leur surface essentiel-
lement des monomeéres de fragment VE-EC1-4His.

1v.3.2.3 Association de fragments

Nous avons vu que les fragments de VE-EC1-4His forment des complexes dé-
pendants de la concentration en calcium dans la sous-phase. Dans cette section,
nous étudions l'association entre des fragments de VE-cadhérine ancrés a la
surface de monocouches lipidiques et d'autres fragments de VE-cadhérine
injectés dans la sous-phase. L'objectif de cette expérience était d'étudier la for-
mation de nouveaux complexes de fragments de VE-cadhérine a la surface des
monocouches.
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Apres une dissociation d'hexaméres

Protocole de l'expérience

Nous avons poursuivi l'expérience A présentée ci-dessus. La concentration
initiale en calcium était de 0,5 mM, puis des complexes de VE-cadhérine ont été
dissociés par additions successives d'EGTA. Les fragments VE-EC1-4His ont
ensuite été injectés sous forme monomérique de maniére a atteindre une concen-
tration finale totale de 0,4 uM de fragment VE-EC1-4His. Dans le méme temps,
la concentration en ions Ca2* été augmentée a 4 mM. Les monomeres de VE-EC1-
4His ont été préparés comme décrit précédemment, c'est-a-dire en diluant une
solution de fragment VE-EC1-4His a 0,22 uM dans une solution a 0,5 mM de
calcium et laissant la solution incuber pendant 30 heures. Le suivi ellipsométri-
que de cette couche est représenté sur la Figure 95 par les variations de la masse
adsorbée en fonction du temps.

Résultats de la mesure

Suite a 'ajout de calcium et de fragments de VE-cadhérine, une légére aug-
mentation de 5% de la masse adsorbée est visible, conduisant a une masse ad-
sorbée apparente de 5,2 mg/m2.
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Figure 95 : Expérience A : Variations de la masse adsorbée apparente en fonction du temps pour
une monocouche de fragments VE-EC1-4His ancrés aux lipides Ni-NTA-DOGS:DOPE (1:7), aprés
injection d'EGTA a des concentrations finales de 3 mM et 10 mM, et addition de monomeres du
fragment VE-EC1-4His et de 4 mM ce CaCl,. Conditions Expérimentales: [VE-EC1-4His] = 0,5 pyM,
[Ca2+]= 0,5 mM. [VE-EC1-4His] = 2,2 yM avant injection.
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A partir d'une monocouche de monoméres

Protocole de l'expérience

La monocouche de fragments VE-EC1-4His considérée dans cette section est
celle présenté dans l'expérience C. Des fragments de VE-cadhérines ont été pré-
parés afin de disposer d'une solution composée a 20 % seulement d'hexameres,
comme décrit précédemment. Apres la stabilisation des angles y et A, la sous-
phase est rincée et remplacée par une solution tampon identique a la solution
initiale et contenant une concentration en ions Ca%* de 4 mM et une concentra-
tion en monomeres de VE-EC1-4His de 0,275 uM. Enfin, pour déterminer si les
monomeres de VE-EC1-4His se sont ancrés a d'autres fragments VE-EC1-4His ou
aux lipides, nous avons injecté de I'EGTA de maniére a atteindre une concentra-
tion finale de 10 mM. La Figure 96 présente le suivi de la masse adsorbée appa-
rente en fonction du temps.

Résultats

La masse adsorbée apparente mesurée 24 heures aprés 1'addition des mono-
meres de VE-EC1-4His et du calcium est de 8,7 mg/m2, soit 65% de plus que la
masse adsorbée apparente de la monocouche a 1'état initial qui était de 5,15
mg/m2. Apres l'ajout d'EGTA, la masse adsorbée apparente chute de 16 %, pour
atteindre une valeur a 1'état final de 7,11 mg/m?.
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Figure 96 : Expérience C : Evolution de la masse adsorbée apparente en fonction du temps pour
une monocouche de fragments VE-EC1-4His ancrés aux lipides Ni-NTA-DOGS:DOPE (1:7) et aprés
ajout de fragments VE-EC1-4His frais et de CaClaconduisant a une concentration finale en calcium
de 4 mM, puis appauvrissement de la sous-phase en calcium par addition d'/EGTA. [VE-EC1-4His] =
0,5 uM, [Ca2+]= 0,5 mM. [VE-EC1-4His] = 0,22 yM avant injection.
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Discussion et hypothéses d'interprétation

Le Tableau 18 rassemble les résultats concernant 1'étude de 1'auto-association
des fragments VE-EC1-4His. Dans l'expérience A, une trés faible quantité de
monomeres, injectés apres l'ajout de 'EGTA, s'adsorbent a la monocouche. Cette
observation parait peu compatible avec une auto-association des fragments de
VE-cadhérine en surface. Nous nous attendions a retrouver la quantité de ma-
tiere adsorbée au départ, c'est-a-dire 7,3 mg/m2. Il se peut qu'apres l'addition
d'EGTA et la perte de masse consécutive a cet ajout, les fragments VE-EC1-4His
se solent réarrangés en surface, n'offrant plus de place pour interagir avec de
nouvelles cadhérines. De plus, 1'addition d'EGTA peut avoir un effet néfaste sur
les fragments de VE-cadhérine. Les fragments de VE-cadhérine incubés sans
calcium pendant une longue période pourraient en effet se dénaturer. Enfin, les
fragments injectés possedent aussi une étiquette histidine, donc la légere prise
de masse peut étre attribuée a des cadhérines se liant a des lipides ligands.

Expérience B :80% d'hexaméres Expérience C :20% d'hexaméres
Etapes (xglsri‘;) %* Etapes (xglsri‘;) %*
[Ca2*] = 0,5 mM 7,3 - [Ca2*] = 0,5 mM 5,2
[Monomeéres] =
[EGTA] = 3 mM 6,1 -16% 0,275 pM 8,5 +65%
[Ca2t] =4 mM
[EGTA] =10 mM 5,0 -32 % [EGTA] =10 mM 7,1 +38%
[Monomeéres] =
0,4 pM 5,2 -29%
[Ca2*] =4 mM

Tableau 18 : Tableau comparatif des valeurs de masse adsorbée apparente lors de l'appauvris-
sement de la sous-phase en calcium puis de l'injection de fragments VE-EC1-4His supplémentaires
et de calcium. *Le pourcentage est calculé par rapport a la masse apparente de fragments adsorbés
dans la monocouche initiale pour chaque expérience.

L'ajout de monomeres sous la monocouche de fragments VE-EC1-4His en-
traine une augmentation de masse importante, puisque la masse adsorbée appa-
rente double (expérience C). Des monomeres se sont donc fixés a la monocouche,
a priori soit par fixation a un lipide, soit par interaction avec un monomere cons-
tituant la monocouche initiale. L'effet de I'EGTA sur la monocouche induit alors
une chute de masse de 16 % de la masse adsorbée apparente. Ainsi, une partie
seulement des fragments se détachent de la monocouche, soit par rupture de
I'interaction histidine-nickel de la liaison entre lipide et protéine, soit par disso-
ciation de complexes de fragments nouvellement formés.

Deux raisons peuvent étre avancées pour interpréter ce phénomene. D'abord,
les monocouches formées d'hexameéres sont denses et que probablement les sites
de fixation des ions calcium sont peu accessibles. Ainsi, puisque la monocouche
formée aprés la seconde injection de monomeéres et de calcium est dense, il est
possible que l'action de I'EGTA ne puisse pas étre efficace pour dissocier les
complexes. Il est également possible que des fragments injectés dans le deuxiéme
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temps interagissent avec les lipides par leur étiquette histidine. Cela explique-
rait pourquoi la désorption consécutive a 1'ajout d'EGTA n'est que de 16% alors
que la prise de masse consécutive a 1'ajout de fragments et de calcium était de 65
%. Nous avions remarqué, lors de 1'étude du fragment de C-cadhérine, que
l'agent chélatant EGTA dissociait peu les complexes lipide-protéine. Il n'est
néanmoins pas possible ici d'exclure complétement cette hypothése. Prises sépa-
rément, les deux expériences présentées dans cette section ne permettent pas de
conclure de maniére non ambigué sur le mode d'interaction cis ou trans des
fragments de VE-cadhérine.

1v.3.2.4 Conclusions sur l'auto-assemblage de fragments VE-EC1-4His

Nous avons réalisé des expériences de dissociation et d'association de com-
plexes de fragments de VE-cadhérine ancrés a une monocouche lipidique par
ajout d'EGTA puis de fragments supplémentaires. La comparaison des masses
adsorbées apparentes conduit a la conclusion que les fragments sont sensibles a
la concentration de la sous-phase en calcium et qu'un appauvrissement de la
sous-phase en calcium induit une légére désorption qui pourrait étre attribuée a
une dissociation de complexes antiparalléles de fragments VE-EC1-4His.

Cependant, 1'adsorption de monomeres de fragment VE-EC1-4His consécutive
a une dissociation de complexes par EGTA n'a pas été observée (expérience A), ce
qui suggere soit une dénaturation des fragments ancrés aux lipides, soit un réar-
rangement au sein de la monocouche qui empécherait les interactions entre
fragments. En revanche, I'addition de monomeéres de fragment VE-EC1-4His sous
une monocouche préformée de monomeres de la méme espéce conduit a un dou-
blement de la masse adsorbée apparente (expérience C), qui suggeére soit une
association des fragments en complexes a la surface lipidiques, soit une liaison
des fragments aux lipides par interaction entre l'étiquette polyhistidine des
fragments et 1'ion nickel des lipides. La diminution de la masse apparente adsor-
bée par addition successive d'EGTA a cette monocouche montre qu'une partie au
moins des monomeéres de VE-EC1-4His supplémentaires injectés dans la sous-
phase interagit avec la monocouche de monomeres préformée. Pour s'affranchir
des liaisons entre fragment et lipide, il serait nécessaire d'utiliser une construc-
tion composée du fragment VE-EC1-4 sans étiquette polyhistidine.

En conclusion, ces expériences apportent quelques éléments de preuve que les
fragments VE-EC1-4His ancrés a une monocouche de lipides forment des com-
plexes en surface dont une partie est antiparallele et dont la formation est dé-
pendante de la concentration environnante en calcium. Des expériences supplé-
mentaires mettant en jeu des fragments sans étiquette histidine pourraient lever
I'incertitude des expériences d'association B et C. Enfin, il n'est pas possible de
se prononcer sur l'état oligomérique des complexes de fragment VE-EC1-4His,
c'est-a-dire s'ils sont dimériques ou hexamériques par la méthode d'investigation
qu'est l'ellipsométrie.
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IV.3.3 Etude structurale d'interactions entre fragments de VE-
cadhérine par réflectivité X

Cette section concerne 1'étude de monocouches de fragments de VE-EC1-4His
perpendiculaire a la surface par réflectivité des rayons X. Cette technique expé-
rimentale permet de déterminer un profil de densité électronique de la monocou-
che le long d'un axe perpendiculaire a la surface. Un des objectifs de cette étude
est de déduire la longueur du fragment fixé a la monocouche, afin de discuter les
modeéles d'hexameéres proposés actuellement (voir le chapitre II). Nous nous pro-
posons d'identifier les interactions entre les modules extracellulaires de VE-
cadhérine par comparaison de la structure d'une monocouche du fragment VE-
EC1-4His aux structures des monocouches formées avec différents fragments
courts.

Cette étude de réflectivité X a été effectuée a I'ESRF sur la ligne de lumieére
Troika 2 (ID 10 B). Parce que nous avions quelques craintes quant a la stabilité
des lipides insaturés (comme Ni-NTA-DOGS et DOPC) sous le faisceau synchro-
tron, nous avons utilisé les lipides ligands a chaine carbonée saturée Ni-NTA-
DLGE pour toutes les monocouches, c’est-a-dire des lipides identiques a ceux
utilisés pour 1'étude de la C-cadhérine et malheureusement différents de ceux
employés lors des études ellipsométriques.

I1v.3.3.1 Fragments VE-EC1-4His

Protocole de l'expérience

Une solution de fragments VE-EC1-4His a été injectée sous une monocouche
de lipides Ni-NTA-DLGE. La sous-phase contenait une concentration en ions
Ca?* de 5 mM. La concentration en fragment VE-EC1-4His de la solution initiale
était de 3,9 uM, ce qui signifie qu'environ 85% des fragments se trouvaient sous
forme hexamérique. La concentration finale en fragment dans la sous-phase était
de 0,5uM. Une mesure de réflectivité X a été effectuée 4 heures 30 apres l'injec-
tion des fragments sous la monocouche. La courbe de réflectivité est présentée
sur la Figure 97, accompagnée d'un ajustement fait par le programme RefX.

Résultats de la mesure

Une courbe de réflectivité a été mesurée sur une couche de lipides Ni-NTA-
DLGE seuls lors de la méme série d'expériences a I'ESRF. L'ajustement indique
une épaisseur totale de 2,6 nm (voir Figure 41, couche C). Sur la courbe de ré-
flectivité mesurée sur la monocouche contenant le fragment VE-EC1-4His, des
interférences de courte période apparaissent. Elles signalent la présence d’une
couche attenante aux lipides correspondant aux protéines.

Le profil de densité électronique ayant servi de modéle a 1'ajustement est pré-
senté sur la Figure 98. La longueur totale de la couche lipides+protéines est de
25 nm avec cependant une nette diminution de densité électronique a partir
d'une profondeur de 22 nm.
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Figure 97 : Courbes de réflectivité mesurée sur une monocouche de fragment VE-EC1-4His an-
crézaux lipides Ni-NTA-DLGE et ajustement. Conditions Expérimentales: [VE-EC1-4His] = 0,5 uM,
[Ca®*]= 5 mM.
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Figure 98 : Profil de densité électronique de la monocouche de fragments VE-EC1-4His ayant
permis de calculer I'ajustement correspondant (Figure 97). Conditions Expérimentales: [VE-EC1-
4His] = 0,5 uM, [Ca®']= 5 mM, lipides Ni-NTA-DLGE.
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I1 est difficile de déterminer précisément la longueur de la protéine elle-méme
a cause de la rugosité, attribuée a la fois a une distribution d’orientation des
protéines et une inhomogénéité de la couche. La contribution des lipides s’éleve a
environ 4 nm. La couche de protéine mesure donc 21 nm d'épaisseur. Une modu-
lation faisant apparaitre quatre maxima de densité électronique est visible sur le
profil de densité électronique au sein de la partie protéique attribuée aux cadhé-
rines. Sa période est d'environ 5,6 nm.

Discussion : une monocouche constituée d'hexaméres ¢

D'apreés Legrand et al., la longueur du fragment VE-EC1-4His de VE-
cadhérine est évaluée a 18 nm, et 'assemblage en hexamere constitué de frag-
ments décalés d'un domaine mesure 23,3 nm [Legrand 2001]. Il se pourrait donc
que la monocouche étudiée soit formée, en partie au moins, d'hexameéres plutot
que de monomeéres. La monocouche formée est légérement plus mince que le
complexe allongé de fragments VE-EC1-4His. Les fragments VE-EC1-4His com-
posant la monocouche pourraient donc étre légérement inclinés en faisant un
angle d’inclinaison moyen de 23° par rapport a la normale a la surface. Il se
pourrait également qu'un mélange de fragments sous formes monomérique lon-
gue de 18 nm et hexamérique longue de 23 nm soient ancrés aux lipides. Dans ce
cas, le profil de densité électronique déterminé serait le résultat de ces deux
contributions. Cela pourrait expliquer la chute de densité électronique a partir
d'une profondeur de 22 nm comptée depuis la surface libre des lipides.

Considérons 1'hypothése décrivant un hexameére de fragment VE-EC1-4His
comme un alignement anti-paralléle des fragments. Un domaine extracellulaire
de cadhérine mesure 4,5 nm (voir le Tableau 1 p.12). Ainsi, les sur-densités ob-
servées pourraient étre la projection des domaines extracellulaires de la VE
cadhérine le long de l'axe z. Le domaine EC4, qui possede I'étiquette histidine,
pourrait représenter la premiere sur-densité preés de la téte polaire des lipides.
Puis, les domaines EC3, EC2 et EC1 seraient répartis dans la deuxieme (5,8 nm)
et la derniére sur-densité (5,5 nm) comme le montre la Figure 99 a). Sur cette
figure, trois fragments de VE-cadhérine appartenant a I'hexameére sont liés aux
lipides, les trois autres leur étant associés de maniere antiparallele. Les domai-
nes EC4 liés aux lipides dépassent du complexe et les domaines EC2 se font face,
ainsi que les domaines EC1 et EC3, comme l'ont décrit P. Legrand et al.
[Legrand 2001]. Les domaines EC4 des fragments anti-paralléles non fixés aux
lipides sont mobiles vers ’extérieur de la couche, ce qui pourrait expliquer une
inhomogénéité de la monocouche et permettrait d'expliquer la chute lente de la
densité électronique en fin de profil.

S. Bibert et al. ont récemment proposé un second modele d'hexameéres dans
lequel les fragments VE-EC1-4His sont décalés différemment, comme l'indique la
Figure 99 b). Dans ce complexe, les domaines EC3 se font face et les domaines
EC2 et EC4 interagissent. Les domaines EC1 sont décalés et libres aux extrémi-
tés de I'hexameéres. Les auteurs postulent que le domaine EC5 interagirait avec
le domaine EC1 dans un complexe formé de fragments extracellulaires entiers
(voir aussi la Figure 8, p. 14). Cet arrangement permet de rendre compte des
interactions homotypiques observées entre fragments courts de VE-cadhérine de
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différentes compositions [Bibert 2002]. Seuls les fragments VE-EC1-4 et VE-
EC1-5 forment en effet des hexameéres. Le domaine EC4 parait donc important
puisque les fragments VE-EC3-4 et VE-EC2-4 forment des dimeéres, alors que les
fragments VE-EC1-3, VE-EC1-2 ainsi que les domaines extracellulaires EC1 et
EC4 restent sous forme monomérique. Les auteurs suggerent donc que le do-
maine EC4 soit intégré au complexe.

Nos résultats ne nous permettent pas de trancher entre ces deux modeles.
Cependant, le premier modeéle parait plus vraisemblable puisque 1'étiquette po-
lyhistidine fixée sur le domaine EC4 semble peu accessible au lipide ligand dans
le second modéle.

23,3 nm

a) b)

Figure 99 : Deux représentations hypothétiques d'un hexameére de fragments VE-EC1-4His "mis a
plat" et ancrés a des lipides ligands. a) modéle proposé par P. Legrand et al. [Legrand 2001], b)
modéle proposé par S. Bibert et al. [Bibert 2002].

Dans 1'étude des fragments de C-cadhérine, nous n'avons pas observé de sur-
densité représentant de maniere nette les domaines extracellulaires. Le fait que
des modulations de densité électronique soient visibles sur le profil de densité
électronique de la monocouche de fragment VE-EC1-4His indique que cette mo-
nocouche est mieux ordonnée que celle des fragments C-EC1-5His. Si les frag-
ments VE-EC1-4His sont ancrés aux lipides sous forme d'hexameéres antiparal-
leles, il est probable qu'ils seraient liés en trois points a des lipides ligands.
Dans une telle configuration, on congoit que les fragments soient perpendiculai-
res a la surface, ce qui faciliterait leur arrangement ordonné.

1v.3.3.2 Interactions entre fragments de VE-cadhérine

L'objectif de cette étude était de localiser les domaines impliqués dans les in-
teractions homotypiques entre fragments de VE-cadhérine. Dans ce but, nous
avons étudié les interactions entre le fragment VE-EC1-4His et des fragments
plus courts, c'est-a-dire comportant deux ou trois des modules extracellulaires de
VE-cadhérine. Pour cela, nous avons cherché a obtenir des monocouches formées
par des complexes mixtes constitués d'un fragment court et du fragment VE-
EC1-4His. Puis, afin de déterminer si les fragments ont interagi et de localiser
l'interaction, nous avons comparé les profils de densité électronique obtenus par
réflectivité X sur les monocouches hétérogenes aux profils de densité électroni-
que de la monocouche formée uniquement du fragment VE-EC1-4His seul. Ces



154

mesures devraient nous permettre de déterminer la nature des modules impli-
qués dans la formation de 1'hexameére de VE-cadhérine.

Nous avions aussi effectué un essai non concluant avec des fragments courts
de C-cadhérine injectés sous une monocouche formée par le fragment C-EC1-5His
(voir 1V.2.4.2, p.122). Deux raisons principales peuvent expliquer cet échec.
Premierement, les interactions entre fragments différents sont moins fortes que
celles qui existent entre fragments identiques. Il est donc nécessaire d'utiliser un
large excés de fragments courts pour forcer 1'équilibre vers la formation de com-
plexes mixtes. Deuxiémement, les monocouches de cadhérines que nous avons
élaborées étaient assez denses et il est possible que le fragment court n'ait pas
pu s'insérer facilement au milieu des cadhérines déja ancrées aux lipides.

Par conséquent, il nous a semblé approprié de mélanger des fragments VE-
EC1-4His avec des fragments courts préalablement au greffage des fragments
sur la monocouche lipidique, et d'injecter ce mélange pour ancrer le complexe
protéique aux lipides. De plus, afin de s'assurer que seuls les fragments VE-EC1-
4His se lient aux lipides, les fragments courts ont été produits sans étiquette
histidine. Trois fragments de VE-cadhérine ont été utilisés dans ce type d'expé-
rience : les fragments VE-EC3-4, VE-EC2-4 et VE-EC1-3. Les interactions régies
par ces fragments courts ont été présentées dans le chapitre II (Figure 7, p.13).
Les fragments VE-EC3-4 s'auto-associent sous forme de dimeéres, ainsi que les
fragments VE-EC2-4, et les fragments VE-EC1-3 restent sous forme monoméri-
que.

Mélange de fragments en solution

Les fragments de VE-cadhérine ont été mélangés avant leur repliement en
utilisant un rapport molaire (fragment court)/(fragment VE-EC1-4His) de 100
afin de favoriser les interactions mixtes. Un temps d'incubation de 24 heures a
température ambiante est nécessaire pour dissocier les hexameéres du fragment
VE-EC1-4His de VE-cadhérine, et 1'association est également trés lente. Le mé-
lange a donc été laissé 48 heures a température ambiante avant d'étre injecté
dans la sous-phase.

Fragments VE-EC3-4 et VE-EC2-4

Les mesures de réflectivité ont été effectuées sur des monocouches de lipides
aprés l'injection des mélanges de fragments VE-EC1-4His + VE-EC3-4 et VE-
EC1-4His + VE-EC2-4. Elles sont trés proches de la courbe de lipides Ni-NTA-
DLGE seuls comme l'indiquent les Figure 100 et Figure 102. Une petite diffé-
rence dans la position et 'amplitude du minimum des lipides est observée. Ces
courbes ont été ajustées avec un modele a trois boites par le programme Par-
ratt32 et les profils de densité électronique correspondant sont présentés sur la
Figure 101 et la Figure 103.

Dans les deux cas, la partie représentant la téte polaire des lipides est plus
large et un peu plus dense dans le profil de densité électronique correspondant a
la monocouche avec fragments que dans le profil de densité électronique de la
monocouche de lipides seuls. Cette différence est cependant moins importante
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que celle observée dans le cas de l'adsorption non-spécifique (voir Figure 83). Les
protéines ont trés faiblement modifié la structure de la monocouche de lipides. Il
est possible que les protéines présentent des inclinaisons diverses produisant
une couche inhomogene, peu dense et tres fine. Celle-ci se traduirait sur le profil
par une légere sur-densité pres de la téte polaire des lipides. Néanmoins, ces
résultats montrent que le mélange de fragments ne forme pas une monocouche
orientée sous les lipides.
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Figure 100 : Courbe de réflectivité lipides Ni-NTA-DLGE seuls et avec le mélange VE-EC1-4His +
VE-EC3-4. Conditions Expérimentales: [VE-EC1-4His] = 0,5 uM,, [Ca2+]= 5 mM.
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Figure 101 : Comparaison des profils de densité électronique calculés pour les couches de lipide
Ni-NTA-DLGE seul et avec le mélange VE-EC1-4His + VE-EC3-4

3_
VE-EC1-4His + fragments
o4 ¢ Lipides Ni-NTA-DLGE
O Lipides
-7 i O VE-EC24

Réflectivité x q ,*

T | | | |
0.0 0.1 0.2 ,0.3 0.4
A

Figure 102 : Courbe de réflectivité lipides Ni-NTA-DLGE seuls et avec le mélange VE-EC1-4His +
VE-EC2-4. Conditions Expérimentales: [VE-EC1-4His] = 0,5 uM, [Ca2+]= 5 mM.
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Figure 103 : Comparaison des profils de densité électronique pour calculées les couches de li-
pide Ni-NTA-DLGE seul et avec le mélange VE-EC1-4His + VE-EC2-4

Ni-NTA-DLGE|Fragment VE-|Fragment VE-
#C EC3-4 EC2-4
Couche 1
d (A) 10,6 12,7 12,1
p (e.A-3) 0,321 0,308 0,341
c (A) 2,90 2,90 2,96
Couche 2
d (A) 17,5 18,6 17,0
p (e.A-3) 0,418 0,425 0,436
o (A) 2,56 2,50 2,80
Substrat
p (e.A-3) 0,336 0,336 0,336
o (A) 4,17 3,53 3,86
Total
d (A) 28,1 31,32 29,1

Tableau 19 : Modéles utilisés par les ajustements des courbes de lipides Ni-NTA-DLGE seuls et
aprés l'injection des mélanges de fragment VE-EC1-4His + VE-EC3-4 et VE-EC1-4His + VE-EC2-4. d
: épaisseur, p : densité électronique, o : rugosité.

Fragment VE-EC1-3

La courbe de réflectivité mesurée sur la couche ou le mélange des fragments
VE-EC1-4His et VE-EC1-3 a été injecté présente des caractéristiques trés simi-
laires a celle mesurée sur la protéine VE-EC1-4His seule. En premier abord,
nous pouvons donc affirmer que des fragments de VE-cadhérine se sont ancrés
aux lipides, contrairement aux cas précédemment décrits. La question est de
savoir si les fragments VE-EC1-4His se sont fixés seuls, le fragment court VE-
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EC1-3 restant en solution, ou si le complexe VE-EC1-4His : VE-EC1-3 s'est ancré

aux lipides.

Les courbes de réflectivité X mesurées sur une monocouche de fragment VE-
EC1-4His (Figure 97) et sur le mélange VE-EC1-4His:VE-EC1-3 (Figure 104)
sont tres similaires . Les profils de densité électronique correspondant a ces
mesures sont comparés sur la Figure 105. Le profil de la monocouche incubée
avec le fragment VE-EC1-3 est constitué de quatre sur-densités comme celui de
la monocouche de fragments VE-EC1-4His seuls. La monocouche incubée avec le
fragment VE-EC1-3 parait légérement plus dense que celle correspondant au
fragment VE-EC1-4His seul.
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Figure 104 : Courbe de réflectivité mesurée sur une monocouche du mélange VE-EC1-4His +
VE-EC1-3. Conditions Expérimentales: [VE-EC1-4His] = 0,5 uM, [Ca2+]= 5 mM, lipides Ni-NTA-DLGE
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Figure 105 : Comparaison des profils de densité électronique calculés pour les monocouches
formées de fragment VE-EC1-4His seuls et du mélan%e de fragment VE-EC1-4His + VE-EC1-3.
Conditions Expérimentales: [VE-EC1-4His] = 0,5 pyM, [Ca*"]= 5 mM.

Discussion et conclusions

Les expériences de réflectivité X que nous avons présentées indique une diffé-
rence de comportement entre d'une part les mélanges de fragments VE-EC3-4 ou
VE-EC2-4 et VE-EC1-4His et d'autre part le mélange de fragments VE-EC1-3 et
VE-EC1-4His.

La présence des fragments courts VE-EC2-4 et VE-EC3-4 semble avoir géné
I'adsorption du fragment VE-EC1-4His sur la monocouche de lipides. Pour expli-
quer cela, une hypothése peut étre avancée. Il se pourrait que la formation de
complexes mixtes entre ces fragments rende inaccessible 1'étiquette polyhistidine
aux ions Ni2* des lipides et soit ainsi a 1'origine d'un blocage de la liaison lipide-
protéine.

En revanche, une monocouche a pu étre formée dans le cas du mélange de
fragments VE-EC1-4His et VE-EC1-3. La constitution de cette monocouche peut
étre envisagée de plusieurs manieres. (1) Les fragments n'interagiraient pas et
seul le fragment VE-EC1-4His serait ancré aux lipides. Dans ce cas, il se pour-
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rait qu'un mélange d'hexameres et de monomeéres soient ancrés aux lipides. La
proportion de ces deux espéces dans la monocouche pourrait étre différente dans
les deux expériences et se traduire par une légere différence dans les profils de
densité électronique. (2) La légere différence de densité observée entre les profils
de densité électronique du fragment VE-EC1-4His seul et du mélange considéré,
pourrait correspondre a l'ancrage de complexes mixtes. Dans ce cas, les positions
relatives des fragments VE-EC1-3 et VE-EC1-4His dans le complexe laisserait
I'étiquette polyhistidine du fragment VE-EC1-4His accessible pour 1'ion Ni2* des
lipides. (3) Les fragments VE-EC1-4His et VE-EC1-3 auraient interagi de ma-
niere a ce que le domaine court bloque l'accés de 1'étiquette polyhistidine a 1'ion
Ni2* des lipides et donc seuls des fragments VE-EC1-4His se seraient ancrés aux
lipides. Cependant, l'exces de fragment court VE-EC1-3 utilisé était dans un
rapport 100 par rapport a la concentration du fragment VE-EC1-4His, ce qui
semble contredire cette hypothese.

Ces observations nous permettent de proposer un modeéle d'interaction entre
les fragments de VE-cadhérine considérés. Par construction, 1'étiquette polyhis-
tidine du fragment VE-EC1-4His est située en position C-terminale, sur le do-
maine EC4. Lorsque l'interaction histidine-nickel est perturbée, il est raisonna-
ble de supposer que l'association des fragments implique le domaine EC4. Seul
un auto-assemblage parallele des fragments permettrait de réaliser une telle
interaction. Dans ce modéle, les domaines extracellulaires de cadhérine sont
alignés de maniére a ce que deux domaines identiques soient face a face, comme
le suggere la Figure 106. Ce modele pourrait également rendre compte de 1'expé-
rience impliquant le fragment VE-EC1-3. En effet, 1'absence du domaine EC4
dans ce fragment court empécherait le blocage de 1'étiquette histidine. La mono-
couche élaborée en présence du mélange VE-EC1-4His et VE-EC1-3 pourrait étre
formée de complexes mixtes VE-EC1-4His:VE-EC1-3. Ces interactions pourraient
refléter les interactions cis entre hexameéres ancrés a la surface de la cellule ou
entre fragments monomériques de VE-cadhérine.

Cependant, les fragments VE-EC1-3 restent sous forme monomérique en solu-
tion, alors que les fragments VE-EC2-4 et VE-EC3-4 s'associent sous forme de
dimeres [Bibert 2002]. Le domaine EC4 semble donc jouer un réle important
dans les interactions entre les fragments de VE-cadhérine. Il est donc tout a fait
possible que les fragments VE-EC1-3 n'aient pas interagit avec les fragments
VE-EC1-4His. Le profil de densité électronique observé ne permet pas de tran-
cher entre une monocouche de fragment VE-EC1-4His seuls et une monocouche
mixte composée de fragments VE-EC1-4His et VE-EC1-3 associés.

En revanche, les modeéles d'assemblage anti-parallele (Figure 99 a) et b),
p.153) ne permettraient pas de rendre compte d'un blocage de 1'étiquette polyhis-
tidine dans deux cas considérés, le mélange contenant le fragment VE-EC2-4 et
le mélange contenant le fragment VE-EC3-4. En effet, dans ces modéles, le do-
maine EC4 resterait libre au moins dans le cas du mélange contenant le frag-
ment VE-EC3-4.
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En conclusion, un assemblage parallele des fragments de VE-cadhérine pour-
rait expliquer les expériences mettant en jeu les fragments contenant le domaine
EC4. Il n'est pas possible de conclure dans le cas du fragment VE-EC1-3.

Figure 106 : Modéle d'interactions entre fragments de VE-cadhérine permettant d'interpréter les
résultats obtenus par réflectivité des rayons X présentés dans cette étude.

Toutefois, d'aprés S. Bibert et al. [Bibert 2002], parmi les fragments que nous
avons étudiés, seuls les fragments VE-EC2-4 et VE-EC3-4 présentent des pro-
priétés adhérentes, vraisemblablement grace a l'implication du domaine extra-
cellulaire EC4. Ce domaine manque au fragment VE-EC1-3, ce qui l'empéchent
de former des complexes homotypiques. Il se pourrait donc qu'il n'interagisse pas
avec le fragment VE-EC1-4His et que seuls ces derniers fragments se sont ancrés
aux lipides. Ceci expliquerait que les profils de densité électronique de monocou-
ches formées en présence de fragments VE-EC1-4His seuls ou mélangés avec le
fragment VE-EC1-3 sont si proche. Il serait donc trés enrichissant de déterminer
s1 des complexes mixtes existent en solution. Aucune interaction mixte n'a ce-
pendant été observée a ce jour entre des fragments de VE-cadhérine. Néanmoins,
ces résultats confirment l'importance du domaine EC4 dans les interactions en-
tre fragments extracellulaires de VE-cadhérine.

IV.3.4 Conclusion sur 1'étude du fragment VE-EC1-4His

Nous avons réalisé des monocouches de fragments extracellulaires VE-EC1-
4His par greffage a des lipides chélatant un ion Ni%*. L'étude par ellipsométrie
de ces monocouches a montré que les fragments VE-EC1-4His étaient sensibles
aux variations de calcium en sous-phase. L'appauvrissement de la sous-phase en
calcium entraine une diminution de la masse adsorbée apparente indiquant
qu'une partie des fragments sont ancrés a la surface des lipides sous forme de
complexes antiparalléles.

Le profil de densité électronique perpendiculaire a la monocouche de frag-
ment indique clairement trois sur-densités électroniques pouvant étre attribuées
aux domaines de VE-cadhérine et suggere que les fragments VE-EC1-4His puis-
sent interagir de maniére antiparalléle décalée d'un domaine.
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Les expériences de réflectivité X effectuées sur des monocouches formées en
présence de mélanges de fragment VE-EC1-4His avec un fragment plus court
semblent indiquer que seuls les fragments VE-EC2-4 et VE-EC3-4 interagissent
avec le fragment VE-EC1-4His les empéchant son ancrage aux lipides. L'expé-
rience effectuée avec le mélange impliquant le fragment court VE-EC1-3 ne per-
met pas d'affirmer si les fragments ont interagi ou non. Les expériences indi-
quent que la présence du module EC4 est nécessaire a la formation de complexes.
Ainsi a la différence des fragments VE-EC1-4His, les complexes mixtes de frag-
ments de VE-cadhérine pourraient étre paralleles.

IV.4 Conclusion

Nous avons présenté dans ce chapitre une étude de fragments extracellulaires
de cadhérine par ellipsométrie et réflectivité des rayons X. Pour ce faire, les
fragments étaient immobilisés sous une monocouche de lipides déposés a la sur-
face de 1'eau.

Nous avons décrit des profils de densité électronique de fragments extracel-
lulaires de cadhérine. Les profils obtenus sont tout a fait comparables a la litté-
rature du point de vue des épaisseurs des monocouches formées. Ils indiquent
que 1'épaisseur de la monocouche de fragments C-EC1-5His de C-cadhérine est de
16 nm, indiquant que les protéines sont inclinées par rapport a la surface de
l'eau et vraisemblablement courbées d'une maniere qui est proche de la structure
cristallographique obtenue par T. Boggon et al. [Boggon 2002]. Cependant, dans
le modele d'interaction que proposent les auteurs, les fragments C-EC1-5His
interagissent au niveau des domaines N-terminaux de facon anti-paralléle, ce
quil parait incompatible avec nos résultats.

Nos résultats se rapprochent de ceux de D. Leckband et al. qui ont montré
que les fragments de C-cadhérine interagissent selon trois types d'association
dans lesquelles les domaines extracellulaires sont décalés [Leckband 2000]. Nos
résultats sont compatibles avec un modele d'enchevétrement complet des frag-
ments de C-cadhérine. En ce qui concerne le fragment de VE-cadhérine qui est
plus court d'un domaine extracellulaire, 1'épaisseur de la monocouche est de 21
nm et des sur-densités semblent marquer un alignement ordonné des domaines
extracellulaires. Ces résultats sont compatibles avec la présence d'un complexe
antiparalléle hexamérique décalé d'un domaine, comme celui proposée par P.
Legrand et al. [Legrand 2001]. Cet assemblage parait plus rigide et moins facile
a dissocier que les complexes de C-cadhérine, probablement dimériques. Cela
suggere une plus grande affinité entre les fragments constituant 1'hexamere de
VE-cadhérine qu'entre ceux constituant les complexes de C-cadhérine.

Des expériences d'ellipsométrie et de réflectivité X effectuées en présence de
solutions a concentrations variables en calcium ont montré dans les cas des deux
cadhérines que des complexes antiparalléles étaient présentes au sein de la mo-
nocouche, confirmant les modéles antiparalleles d'association entre fragments
extracellulaires de C- et de VE-cadhérine. Ainsi, la diminution de la concentra-
tion en calcium de la sous-phase a fait apparaitre a la fois une perte de la masse
apparente adsorbée et une déstructuration des couches.
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La localisation des interactions le long des fragments et la détermination pré-
cise des domaines impliqués dans les interactions restent délicates. Dans le cas
des mélanges de fragments de C-cadhérine, il semble que les fragments de lon-
gueurs différentes n'interagissent pas et que seuls les fragments possédant une
étiquette polyhistidine se fixent a la monocouche de lipides. Il ne semble pas que
les fragments courts se soient intégrés a la monocouche de fragment extracellu-
laire entier C-EC1-5His de maniére collective ou spécifique, c’est-a-dire par re-
connaissance de sites de fixation sur le fragment entier avec la méme orienta-
tion, ce qui n'exclut pas une adsorption non spécifique.

Dans le cas de mélanges de fragments de VE-cadhérine, nos résultats sem-
blent indiquer que les fragments courts interagissent avec les fragments longs de
maniére parallele. Il se pourrait que les complexes de fragments de VE-
cadhérine se forment en deux étapes : des interactions paralléles, puis une asso-
ciation entre cadhérines de maniére antiparalléle. Dans ce cas, les complexes cis
seraient complétement enchevétrés puisque les cadhérines sont cote a cote sur la
membrane cellulaire. Puis, l'interaction entre cadhérines de cellules opposées se
feraient en plusieurs étapes d'enchevétrements successifs.

D'aprés nos résultats sur la VE-cadhérine, le domaine EC4 semble nécessaire
a la formation de complexes mixtes. Cela confirme les résultats de S. Bibert qui
indique la formation de diméres de fragments VE-EC2-4 et VE-EC3-4. Ces dime-
res pourraient étre paralleles. En revanche, les domaines EC1 et EC2 de VE-
cadhérine ne permettraient pas seuls d'établir d'interaction, puisque les frag-
ments VE-EC1-3 et VE-EC1-4His ne semblent pas interagir. Cette interprétation
est différente des résultats obtenus pour les cadhérines classiques de type I ou

de nombreux travaux font état d'une interaction au niveau des domaines EC1 et
EC2.

Cependant, d'aprés M. Renaud-Young et al., les fragments extracellulaires de
cadhérine s'assembleraient en dimeres cis et cette association serait remplacée
par l'interaction trans pour former des dimeres antiparallele [Renaud-Young
2002]. De plus, Iino et al. ont montré que la E-cadhérine forme des oligomeéres de
deux a dix protéines a la surface libre de la cellule [Iino 2001]. Nous proposons
un modele d'interaction entre cadhérines dans lequel les fragments extracellu-
laires pourraient s'assembler en plusieurs étapes. La Figure 107 représente
schématiquement ce modeéle. (a) Les fragments extracellulaires pourraient s'as-
socier en complexes paralléles a la surface cellulaire. Puis, lorsque les cellules
viennent en contact, les extrémités N-terminales (domaine EC1) pourraient se
reconnaitre en plusieurs étapes intermédiaires (b) avant que les fragments ne se
recouvrent entiérement (c). Ce modeéle permet de rendre compte des différents
modeles actuels et concernant principalement l'importance des extrémités N-
terminales [Shapiro 1995, Pertz 1998, Renaud-Young 2002] et I'association entre
fragments en plusieurs étapes [Leckband 2002]. Il pourrait également rassem-
bler les deux modeles proposés par 1'équipe de D. Gulino [Legrand 2001] et
[Bibert 2002]. Il est donc nécessaire de le valider par les quelques autres expé-
riences proposées ci-dessus.
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Figure 107 : modéle d'interaction entre fragments extracellulaires de VE-cadhérine en plusieurs
étapes. a) interaction cis a la surface des cellules préalable aux interactions antiparalléles entre
cadhérines appartenant a deux cellules voisines; b) et c) interactions trans en deux étapes mettant
en jeu des hexaméres de VE-cadhérine selon le modéle (b) de P. Legrand et al. [Legrand 2001] et
(c) Bibert et al. [Bibert 2002]

Les résultats préliminaires obtenus sur les fragments de VE cadhérine sont
prometteurs. Les techniques utilisées dans ce travail permettent de mettre en
évidence l'ancrage de fragments sur la cadhérine entiére et 1'analyse des interac-
tions entre domaines extracellulaires de cadhérine. Il est certain que des études
complémentaires sont nécessaires pour obtenir une analyse compléte. Des expé-
riences sont en cours a 1'l.B.S. dans le cadre des théses de R. Al-Kurdi et de S.
Bibert. Elles concernent d'abord la caractérisation biochimique des mélanges de
fragments de VE cadhérine de différentes compositions. Plus particuliéerement,
des expériences d'ellipsométrie devront étre reproduites pour connaitre la quan-
tité de protéines ancrées lors du décrochage des fragments par dilution du cal-
cium. Il serait trés intéressant de poursuivre 1'étude des formations de monocou-
che en présence de mélanges de fragments de différentes tailles. Par ailleurs, des
cristaux bi-dimensionnels de fragments VE-EC1-4His ont été obtenus par R. Al-
Kurdi pour de faibles concentrations en fragments, c’est-a-dire sous forme mo-
nomérique et pour une concentration en calcium tres élevée. La résolution de
leur structure, en cours d'analyse, apportera des informations riches sur les
interactions latérales dans le plan de la monocouche.

Au cours de ce travail, nous avons mis en place une méthodologie adaptée a
I'étude des protéines d'adhérence cellulaire. Par mesures ellipsométriques, nous
avons pu caractériser la masse apparente de protéines adsorbées dans la mono-
couche en fonction de changements opérés dans la sous-phase. Ces variations de
masse adsorbée ont pu étre reliées a des changements de la structure des cou-
ches dans la direction perpendiculaire a la surface par mesure de la réflectivité
X. Cependant, nous avons également pu constater les limitations de ces métho-
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des pour l'étude des interactions entre fragments de cadhérine. En effet, la
concentration en calcium en surface est probablement plus élevée qu'en solution,
du fait de la compacité de la couche de protéine. Cela se traduit par un ralentis-
sement des effets de dilution de la sous-phase ou de 1'ajout d'un agent chélatant
le calcium. Par ailleurs, 1'utilisation de fragments courts est délicate en raison
des fortes variations d'affinité entre fragments de différentes longueurs. Entre
les deux méthodes employées pour étudier les interactions entre fragments de
longueurs différentes, la méthode consistant a mélanger les fragments préala-
blement a 1'injection semble la plus efficace.






Chapitre V Caractérisation de films minces
par résonance des plasmons de surface

V.1 Présentation

En 1995, Liedberg et al. ont les premiers eu 1'idée d'utiliser la résonance des
plasmons de surface pour étudier des molécules biologiques adsorbées a la sur-
face d'une couche mince de métal déposée sur un substrat solide [Liedberg 1995].
Ce travail est a l'origine de la création de l'appareil commercial Biacore (Phar-
macia) qui utilise une mesure de la résonance des plasmons de surface pour
détecter la présence de molécules adsorbées sur une surface d'or [Biacore 1].
Grace a cet appareil, la technique de résonance des plasmons de surface est uti-
lisée couramment dans les laboratoires de biologie pour étudier les affinités
entre molécules adsorbées et en solution [Green 2000].

Nous utiliserons 1'acronyme SPR pour désigner la technique expérimentale de
mesure de la résonance des plasmons de surface.

V.1.1 Pourquoi un SPR ?

Un projet de recherche de notre laboratoire est d'étudier la croissance de cris-
taux bidimensionnels de protéines sur une surface solide. Il est envisagé d'étu-
dier la structure des protéines par diffraction des rayons X en incidence rasante
(en anglais grazing incidence diffraction, GID) ou par AFM. Bien que les études
par AFM soient plus répandues, la GID a suscité beaucoup d'intérét depuis les
travaux de H. Haas sur la cristallisation a deux dimensions de la streptavidine
[Haas 1995]. La diffraction en incidence rasante est utilisée classiquement pour
I'étude de la surface des solides [Vineyard 1982, Sauvage-Simkin 1994], mais
aussi pour celle de la structure de monocouches d'amphiphiles déposées a la
surface de 1'eau [Kjaer 1987, Daillant 1996]. Cette technique a récemment été
élargie a 1'étude de trois protéines formant des cristaux bi-dimensionnels a 1'in-
terface air-eau [Lenne 2000, Lenne 1998, Berge 1998]. Il serait intéressant
d'adapter cette technique a 1'étude de monocouches de protéines cristallisées sur
une surface solide.

Deux méthodes de croissance des cristaux sont couramment employées. Une
premiére méthode consiste a faire croitre les cristaux directement sur le substrat
solide [Reviakine 1998]. Dans une deuxiéme méthode, les cristaux sont élaborés
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a l'interface air-eau avant d'étre transférés sur le substrat [Calvert 1997,
Scheuring 2002]. Ainsi, Scheuring et al. ont obtenu une image par AFM de la
protéine cristallisée avec une résolution allant jusqu'a 1 A verticalement et 7A
latéralement [Scheuring 2002].

Dans les deux cas, une technique de caractérisation des couches de protéine
est nécessaire préalablement a 1'étude structurale. La résonance des plasmons de
surface, qui permet de déterminer la quantité de matiere greffée sur le substrat
s'est avérée efficace [Homola 1999]. L'équipe de D. Leckband l'utilise pour dé-
terminer le taux de surface recouverte par les protéines avant étude par mesure
de force de surface [Sivasankar 2001a].

V.1.2 Assemblages de macromolécules sur substrats solides

Les couches formées sur une surface solide présentent plusieurs avantages
par rapport aux couches déposées a la surface de 1'eau. Tout d'abord, elles sont
nettement plus faciles a manipuler et bien moins fragiles. Le lavage des surfaces
pour rincer la surface ou injecter un nouvel échantillon devient trés simple. Il
devient possible de passer des solutions en continu sur la surface afin de conser-
ver une concentration constante en soluté dans la sous-phase (cette méthode est
utilisée dans la technologie Biacore (Pharmacia) [Biacore 2]). L'étude des inte-
ractions entre les protéines ou avec d'autres molécules se trouve ainsi facilitée.
De multiples techniques de dépots standard existent et sont trés utilisés en bio-
logie, notamment grace au développement du Biacore et des biopuces. Par ail-
leurs, les expériences utilisant des rayons X, de réflectivité ou de diffraction en
incidence rasante, sont largement facilitées puisqu'il est possible d'incliner
I'échantillon par rapport au faisceau. Concernant la cristallisation des protéines,
le principal inconvénient est la rugosité du matériau qui peut empécher la for-
mation de cristal. Le choix de la surface est donc crucial pour l'obtention des
cristaux [Calvert 1997].

V.1.3 L'appareil de mesure de la résonance des plasmons de sur-
face

Nous avons initialement développé 1'appareil de SPR afin d'étudier les inte-
ractions entre des fragments de cadhérine déposés sur une surface solide et d'au-
tres fragments de cadhérine en solution. Un second objectif était leur cristallisa-
tion a deux dimensions sur un substrat solide. Ce travail a été effectué en colla-
boration avec 1'équipe de D. Leckband de 1'U.I.U.C., avec 1'aide de S. Sivasankar.
Nous avons également tiré parti de la collaboration de notre laboratoire avec le
groupe de Y. Lévy a l'Institut d'Optique Théorique et Appliquée (I.0.T.A., Sa-
clay). La fabrication de notre appareil SPR s'inspire de l'appareil développé a
I'U.I.U.C. par N. Lavrik et al. [Lavrik 2000] et de celul mis au point par Y. Lévy
et Ph. Guédon a I'OTA [Guédon 2000a, Guédon 2000Db].
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V.2 Résonance des plasmons de surface

V.2.1 Existence des plasmons de surface

Les plasmons de volume sont des quasi-particules associées aux oscillations
collectives longitudinales des électrons de conduction d'un métal. La fréquence
minimale a laquelle peuvent étre excités les plasmons de volume est appelée

4rp e’

fréquence plasma o, = ou pe est la densité volumique d'électrons du mé-

m
tal, e la charge et m la masse de 1'électron. Les plasmons de surface sont leurs
équivalents confinés a la surface du métal. La fréquence plasma de surface est

@,

J1+¢g,

diélectrique du milieu extérieur au métal. Cette relation de ws(eq) indique que
I'énergie des plasmons varie selon le milieu adjacent au métal.

reliée a la fréquence plasma par la relation @, = ou €4 est la constante

Le champ électromagnétique de surface associé aux plasmons de surface peut
étre considéré comme une onde longitudinale évanescente de vecteur d'onde Kps.
La relation de dispersion pour les plasmons de surface s'écrit :

1/2
o €,&,

m

cle, +e,

sp ,
Equation 5

ou €m est la constante diélectrique du métal, o la fréquence de l'onde et c la
vitesse de la lumiére dans le vide [Otto 1968, Davies 1996].

V.2.2 Comment exciter un plasmon de surface

V.2.2.1 Onde évanescente

Lorsqu'un champ électromagnétique est incident sur un matériau a un angle
supérieur a l'angle critique, il se réfléchit totalement, mais une onde évanes-
cente se propage aussi a l'interface entre les deux milieux (voir Annexe 3). Le
vecteur d'onde évanescente ks est confiné a l'interface et s'écrit en fonction du
vecteur d'onde du champ électromagnétique incident ki: ks=kisin(o), ou o est
I'angle d'incidence par rapport a la normale a la surface (Figure 108).

z

Meétal

Figure 108 : Projection paralléle & la surface du vecteur d'onde du champ incident indiquant la
résonance des plasmons de surface a l'interface entre un diélectrique et un métal.
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Le module du vecteur d'onde incident projeté sur l'interface s'écrit :

k, = \/EQ sino ,
c Equation 6
ou € est la constante diélectrique du milieu incident. L'angle critique a l'inter-
face verre-air est égal a o.=41,3°, pour un indice de réfraction du verre égal a
1.515 et a.=61,7° a l'interface verre-eau.

Si une fine couche de métal est insérée entre le milieu incident (verre) et le
milieu ambiant (air ou eau) (Figure 109), l'onde évanescente peut exciter des
plasmons de surface a l'interface entre le métal et le milieu ambiant. L'atténua-
tion de 1'onde évanescente est exponentielle dans la direction normale a la sur-
face. Par conséquent, la couche métallique doit étre assez fine pour que suffi-
samment d'énergie parvienne a l'interface métal-milieu ambiant et soit utilisée
dans la création d'un plasmon de surface.

Couche adsorbée

Eau

Figure 109 : Représentation du systéme utilisé pour créer les plasmons de surface.

V.2.2.2 Condition de résonance

La conservation de la composante parallele a la surface du vecteur d'onde
permet de trouver la condition de résonance entre le champ incident et les plas-
mons de surface : ks(w) = ksp(w). A partir des Equation 5 et Equation 6 la condi-
tion de résonance s'écrit:

. E &
Jesina = /m—d
€, TE,; Equation 7

Cette condition indique qu'il ne peut pas y avoir de résonance si le milieu
diélectrique est l'air (e=1) car pour une fréquence ® donnée, le vecteur d'onde des
photons sera toujours inférieur a celui des plasmons quelque soit 1'angle d'inci-
dence a. En revanche, pour un diélectrique d'indice de réfraction supérieur a 1 et
un métal donnés, la condition de résonance définit un angle d'incidence or, qui
est appelé angle de résonance des plasmons de surface.
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L'onde associée a un plasmon de surface étant longitudinale, le champ élec-
tromagnétique incident doit étre polarisé dans la plan d'incidence (polarisation

D).

V.2.2.3 Détection d'une couche mince déposée sur le métal

L'angle de résonance des plasmons de surface ar dépend de la constante dié-
lectrique €4 apparaissant dans I'Equation 7, qui est celle du milieu ambiant. Si
une couche de molécules est adsorbée a l'interface entre le métal et le milieu
ambiant (Figure 109), la constante diélectrique et 1'angle de résonance sont mo-
difiés. Une mesure de l'intensité réfléchie de la lumiére polarisée p sur un tel
systéme permet en principe de déterminer 1'épaisseur et l'indice de réfraction
complexe d'une couche déposée sur l'or. Cette configuration est appelée configu-
ration Kretschmann, d'aprés E. Kretschmann qui I'a développé en premier en
1971. Par ailleurs, dans le cas ou la couche est déposée par un processus cinéti-
que, les variations de l'intensité réfléchie p a un angle fixe permettent de suivre
l'adsorption en temps réel.

V.2.3 Simulations de courbes de résonance des plasmons de sur-
face

La description de l'interaction entre une onde électromagnétique et un milieu
stratifié faite dans le Chapitre I permet de calculer une courbe d'absorption, due
a la résonance des plasmons de surface. Il est possible de calculer les intensités
réfléchies pour les polarisations p et s d'une onde incidente en fonction de 1'angle
d'incidence. Les parameétres d'entrée sont la longueur d'onde et les constantes
diélectriques complexes a cette longueur d'onde des matériaux constituant le
systéme : verre, métal, molécule, eau.

La Figure 110 compare les intensités réfléchies pour les composantes p et s
sur un systéeme verre-eau et verre-or-eau. L'angle critique de l'interface verre-
eau est visible a 61,7° pour les deux composantes de polarisation de la lumiere p
et s. Lorsqu'une couche mince d'or est insérée entre le verre et l'eau, la réso-
nance des plasmons de surface apparait a un angle d'incidence de 71,5°. Elle se
traduit par une chute d'intensité réfléchie polarisée p. Les courbes ont été cal-
culées pour une longueur d'onde A=633 nm. Les parameétres d'entrée sont :

e« milieu incident : verre n=1.515 et x=0;
e« couche métallique : or n=0,2, k=3,42; épaisseur 42 nm,;
e milieu ambiant : eau n=1,333, k=0.

Si une couche de matiere organique est déposée sur le métal, la fréquence de
résonance des plasmons de surface est décalée, ce qui se traduit par un déplace-
ment du minimum d'absorption. La Figure 111 présente deux courbes mettant en
évidence ce phénomene. L'angle résonance des plasmons de surface est visible a
72,08° pour le systéme verre-or-eau et a 73,31° pour le systéme verre-or-film-
eau. Les parameétres utilisés sont les mémes que précédemment, avec une couche
supplémentaire intercalée entre les couches d'or et d'eau :

film organique : n=1,4, k=0; épaisseur 10 nm.
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Figure 110 : Courbes de réflectivité des composantes p et s d'une onde électromagnétique.
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Figure 111 : Variation de la courbe d'absorption. Courbe sur or : mémes conditions que pour la
Figure 110. Couche supplémentaire n=1,42, k=0, épaisseur 10 nm.

Théoriquement, une couche organique de 10 nm déposée a la surface de 1'or
conduit a4 un déplacement de 1,23° du minimum de résonance. Cela représente
une résolution théorique de 0,123 °/nm. Cette résolution dépend fortement de la



173

longueur d'onde utilisée et des parametres caractéristiques de la couche de mé-
tal. Dans les conditions présentées, la variation du minimum de résonance est
linéaire avec les variations de 1'épaisseur jusqu'a 60 nm avec une erreur relative
de 1% (calculs par le programme Fresnel).

V.3 Reéalisation d'un appareil de mesure de la résonance des
plasmons de surface

Le dispositif que nous avons réalise au laboratoire est constitué des éléments
suivants. La source de lumieére utilisée est un laser He-Ne standard (6 mW,
A=632,8 nm, Melles-Griot), polarisé linéairement. Le faisceau est atténué soit
par un filtre, soit par un polarisateur dont l'axe est décalé par rapport a la pola-
risation p. L'échantillon est déposé sur une lamelle de microscope recouverte
d'une couche mince d'or d'épaisseur nominale 45 nm?2*¢ (verre B270 de dimension
30%x25x1 mm3, SAGEM) accolée a un demi-cylindre de verre (verre BK7 de dimen-
sions 25%x25 mm?2, cylindre de rayon 12,5 mm coupé a 11,5 mm, Hellma). Un li-
quide d'indice légérement supérieur a celui du verre est inséré entre le cylindre
et la lamelle afin d'assurer un bon contact optique. L'intensité réfléchie est dé-
tectée par une photodiode appelée par la suite "photodiode-signal" (photodiode
au silicium 5 mm?, Centronic). Avant I'échantillon, une lame semi-réfléchissante
dévie une partie du faisceau vers une seconde photodiode identique, appelée
"photodiode de référence", afin de s'affranchir des fluctuations du faisceau laser.
Les signaux recus par les deux photodiodes sont convertis par une carte d'acqui-
sition en mode de conversion analogique-digital (KPCI 3101, Keithley).

La cellule échantillon consiste en une cuve en Teflon circulaire de 6 mm de
diametre et 0,5 mm de profondeur (volume 14 pL). L'étanchéité entre la cellule
en Teflon et la surface d'or est assurée par un joint circulaire en Teflon. L'injec-
tion des échantillons et la circulation de solutions est effectuée manuellement
via deux ouvertures percées dans le fond de la cuve. La Figure 112 illustre ce
dispositif expérimental, présenté sur les photographies des Figure 113 et Figure
114.

La cellule échantillon et le cylindre de verre d'une part et la photodiode-
signal d'autre part sont placés sur deux platines de rotation (Microcontrole)
permettant d'effectuer des mesures a angles variables. Les mouvements des
platines de rotation sont effectués par deux moteurs pas a pas (MAE) alimentés
et controlés par un systéme de commande multi-axe (Paragon, Parker) composés
de deux modules de puissance (L50D1, Parker).

Le pilotage des moteurs et l'enregistrement des intensités lues par les photo-
diodes est effectué par l'intermédiaire d'un programme informatique que nous
avons écrit en langage Pascal Objet (logiciel Delphi, Borland). Le programme
enregistre la position des moteurs et 1'intensité recue par les deux photodiodes.

24 Une mince couche de chrome de quelques dixieme de nm est déposée sur les la-

melles de verre pour une meilleure adhérence de la couche d'or.
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I1 permet d'effectuer des mesures angulaires et des études de cinétiques a angle
fixe (voir la Figure 115).

Nous avons choisi d'utiliser un cylindre de verre afin que la direction du fais-
ceau laser passe par le centre rotation de la platine de rotation de 1'échantillon.
Cela permet au faisceau laser de fixer un point de 1'échantillon (voir la Figure
112). Dans un premier montage, nous avions utilisé un cube de verre a la place
du cylindre. Le faisceau était dévié a l'intérieur du cube selon le lois de Snell-
Descartes et balayait I'échantillon pendant les mesures angulaires. Cela est
génant si 1'échantillon n'est pas parfaitement homogene a 1'échelle du faisceau
(diameétre 1 mm).

Ph 1
HeNe
20
Ph 2
L Cy % 25 mm
O

Fl e ©
S
0

a) b)

Figure 112 : a) Vue de dessus du dispositif expérimental du SPR. HeNe : laser; C : cellule en
Teflon; Cy : cylindre en verre; L : lame semi-réfléchissante; E : cuve échantillon; O : couche mince
d'or déposée sur lamelle de verre accolée au cylindre; Ph1 : diode de référence, Ph2 : diode signal;
S : entrée et sortie des solutions par seringue Hamilton ou reliées a des tubes capillaires en Teflon;
0 : angle de rotation de la platine échantillon, 26 : angle de rotation de la photodiode signal. B)
Cellule en Teflon, avec la cuve échantillon circulaire au centre (14 pL).
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Figure 113 : Dispositif expérimental du SPR. C : cellule en Teflon; Ph1 : diode de référence, Ph2
: diode signal; L : lame semi-réfléchissante.

Figure 114 : Agrandissement de la cellule échantillon fixée sur une platine motorisée.
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Figure 115 : Ecran de contréle du programme d'acquisition SPR permettant le mouvement des
moteurs et I'enregistrement des intensités lues par les deux photodiodes et la réalisation de mesure
cinétique a angle fixe et de mesure par balayage angulaire.

V.4 Applications : détection de multicouches organiques

Les premieres utilisations de l'appareil de mesure de la résonance des plas-
mons de surface ont fait 1'objet de travaux en collaboration dont nous présentons
ici les principaux aspects.

V.4.1
nylé

Immobilisation d'avidine sur un film de polypyrrole bioti-

Une premiere collaboration au sein de notre laboratoire a concerné le stage de
d'Alice Timperley [Timperley 2002]. Nous avons co-encadré ce projet avec Mar-
tial Billon et Jean-Francois Legrand.

L'objet du stage était 1'étude d'un assemblage composé d'avidine et d'un po-
lymeére conducteur électronique, le polypyrrole, fonctionnalisé par des entités
biotine (Annexe 5). Les travaux d'A. Timperley se sont décomposés en trois éta-
pes : (1) la synthése de deux types de monomeére pyrrole couplé a une molécule
de biotine par l'intermédiaire d'un bras espaceur de longueur variable, (2) 1'élec-
trosynthése de films de polypyrrole biotinylés et leur caractérisation électrochi-
mique par voltampérométrie cyclique, (3) I'ilmmobilisation d'avidine sur les films
de polymeéres caractérisée par des mesures de fluorescence, de microbalance a
quartz, et par mesure de résonance des plasmons de surface. Nous avons parti-
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cipé a l'encadrement de la troisieme étape de ce stage. Ce travail a consisté dans
un premier temps en le montage et le réglage fin de 1'appareil de SPR, puis nous
avons réalisé des mesures préliminaires d'immobilisation d'avidine sur or et sur
films de polymeéres.

Le SPR permet de mesurer en temps réel l'adsorption de molécules sur la sur-
face d'or. La Figure 116 présente une mesure effectuée sur une lame de verre
recouverte d'or sur laquelle a été électrodéposé un film mince de polypyrrole
biotinylé synthétisé par A. Timperley. Une solution de molécules de streptavi-
dine a été injectée au temps t=3,5 minutes. L'immobilisation des protéines sur le
polymeére par reconnaissance biotine-streptavidine est révélée par le changement
de signal de réflectivité. Un ringage par la solution tampon dans laquelle était
diluée la protéine ne produit aucun changement, indiquant que les protéines
adsorbées forment un film fortement 1ié a la biotine.

La Figure 117 présente deux mesures angulaires effectuées sur 1'échantillon
avant et apreés l'injection de streptavidine. Nous avons calculé des courbes de
résonance des plasmons de surface avec notre programme Fresnel (voir II1.2, p.
39). Les parametres utilisés sont indiqués dans le Tableau 20. l'indice de réfrac-
tion complexe du polypyrrole utilisé dans ce modéele est comparable a la valeur
décrite dans la littérature [Lee 1989, Vork 1990]. Le déplacement de la réso-
nance des plasmons de surface consécutif a 1'adsorption de la streptavidine indi-
que que la couche mesure 7 nm avec un indice de réfraction de 1,4. Aux angles
supérieurs a la résonance des plasmons de surface, les courbes calculées ne
s'ajustent pas aux courbes expérimentales. En revanche, les deux courbes expé-
rimentales avec et sans streptavidine se superposent parfaitement. Nous attri-
buons cet effet a une mauvaise mesure du signal a ces angles, dG vraisemblable-
ment a la géométrie de l'appareil. Une correction angulaire du mouvement des
moteurs devrait étre apportée pour obtenir une meilleure mesure a grands an-

gles.
0.77 —
0.76 —
~ T
« 0.75 —
E Tampon PBS
© 074
=
s}
L7}
=
4
0.73 —
0.72 —
0.71 —
T Streptavidine
070 T \ \ \ \ \ \
0 5 10 15 20 25 30 35
Temps (min)

Figure 116 : Mesure cinétique de |'adsorption de la streptavidine sur or, puis ringcage avec une
solution tampon PBS. Conditions expérimentales : [streptavidine]=0,25 mg/ml, solution tampon
[PBS]=10mM; angle d'incidence 72°.
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Figure 117 : Mesures angulaires indiquant le déplacement de la résonance des plasmons de
surface par la présence de la monocouche de streptavidine ancrée sur le film de polypyrrole biotiny-
Ié. Les courbes indiquent des calculs effectués par notre programme Fresnel (voir I11.2, p. 39).

Couche Epaisseur Indice'de réfrac- Coefficie.nt d'ab-
(nm) tion n sorption ¥
Verre 0 1,515 0
Chrome 1 3,51 1,25
Or 45 0,2 3,42
Polypyrrole 23 1,5 0,045
Streptavidine 7 1,4 0
Tampon 1,334 0

Tableau 20 : Paramétres utilisés pour le calcul des courbes de résonance des plasmons de sur-
face présentées sur la Figure 117. Dans le cas su polypyrrole seul, la couche de streptavidine n'a
pas été utilisée.

V.4.2 Multicouches de chitosane-ADN

Nous avons participé a une collaboration impliquant Roberto Calemzcuk de
notre laboratoire, Pierre Labbé du laboratoire Laboratoire d'Electrochimie Orga-
nique et de Photochimie Rédox (LEOPR, UJF, Grenoble), et Gustavo Rivas et son
étudiante Laura Pedano (Université de Cordoba, Argentine). Le cadre de cette
collaboration est la recherche de nouveaux biocapteurs a ADN a partir de struc-
tures organisées de molécules d'intérét biologiques. En particulier, les multicou-
ches réalisées a partir de dépodts successifs de polyélectrolytes de charges oppo-
sées sont d'un grand intérét. Plus précisément, ce projet concerne l'étude de
structures multi-lamellaires obtenues par dépots successifs de différents ADN
(polyanion) et de polycations naturels comme le polysaccharide chitosane et ses
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dérivés. Nous avons participé a cette étude en caractérisant les multicouches par
mesure de résonance des plasmons de surface.

V.4.2.1 Protocole expérimental

L'ADN utilisé était un ADN double brin de thymus de veau (ADNdb). Il a été
dilué dans une solution tampon contenant 50 mM de tampon phosphate a un pH
de 7,4. Les solutions préparées contenaient une concentration en ADNdb variant
entre 50 pg/ml et 500 pg/ml. Le chitosane a été dilué dans une solution tampon
identique et a des concentrations variant de 2 a 8 mg/ml. Le chitosane a été mo-
difié afin de porter une charge positive. L'ADN est naturellement chargé négati-
vement.

Les lamelles recouvertes d'or ont été nettoyées dans un mélange H2S04:H202
(1:1) pendant 5 minutes puis rincées abondamment a l'eau ultra-pure. Pour ren-
dre la surface hydrophobe, une solution d'éthanol saturée en acide mercaptopro-
plonique a été déposée sur les lamelles. Les lamelles étaient ensuite rincées a
I'éthanol puis a l'eau ultra-pure avant usage et utilisée immédiatement. Pour
chaque expérience, une lamelle ainsi préparée était insérée entre le cylindre de
verre et la cellule en Teflon. Les multicouches chitosane-ADNdb ont ensuite été
élaborées in-situ par injections successives des solutions décrites ci-dessus.

Lors d'une expérience type, une mesure angulaire de résonance des plasmons
de surface était d'abord effectuée en présence de solution tampon. Puis, la solu-
tion de chitosane était injectée par une seringue Hamilton et 1'adsorption suivie
en mode cinétique. Plusieurs injections étaient généralement nécessaires pour
obtenir une saturation de la surface en chitosane. Une courbe angulaire était
mesurée lorsque le signal est stabilisé. Aprés rincage de la cellule avec la solu-
tion tampon, la solution d'ADNdb était ensuite injectée selon le méme processus.
Plusieurs couches successives ont ainsi pu étre élaborées.

V.4.2.2 Résultats typiques de mesures

Nous présentons deux expériences caractéristiques au cours de laquelle des
bicouches chitosane-ADNdb ont été déposées sur le substrat d'or.

La Figure 118 présente une série de courbe angulaire de résonance des plas-
mons de surface. Ces mesures ont été effectuées avec le cube de verre remplacant
le cylindre de verre mentionné ci-dessus. L'angle externe au cube est représenté
en abscisse. Le minimum correspond a l'angle d'absorption due a la création de
plasmons de surface. Pour chaque bi-couche déposée cet angle varie d'environ
0,5°. Nous observons que toutes les courbes se rejoignent aux grands angles, ce
qui est vraisemblablement un artéfact de mesure.

La Figure 119 présente une mesure cinétique effectuée sur un échantillon si-
milaire. Les injections successives d'ADNdDb et de chitosane sont indiquées par
des fleches sur la Figure 119. La courbe de résonance des plasmons de surface se
déplace vers les grands angles a mesure que la multicouche est formée. Les me-
sures cinétiques ont été effectuées a différents angles d'incidence pour rester
dans la partie linéaire de la courbe de résonance des plasmons de surface, c'est-
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a-dire entre 61° et 65° d'apres la Figure 118. Ceci assure de mesurer un signal
proportionnel a 1'épaisseur et au changement d'indice du a la couche supplémen-
taire.
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Figure 118 : Mesures angulaires successives mesurées sur une multicouche
chitosane-ADNdb. L'angle d'incidence est mesuré a partir du coté du cube em-
ployé pour ces mesures.

0.9 50 pL30.8 L
' 25 uL l ;
iy 25 uL * vy 3
- 0.8 - B
<
2 0.7 4 _
L o064 L
= | i
“6 I —
K 0.5
5 ] L
xr 04- | L
0.3 4 y Chitosane 5 mg/L|
0-2 iADNdb 500 mg/L[~
0.1 L
] TTampon Phosphatel
0.0 I . l i : i : . , . :
0 5000 10000 15000 20000 25000
Temps (s)

Figure 119 : Mesure cinétique indiquant 1'adsorption des couches successives
de chitosane et d'ADNdb. Les injections sont de 50 pL sauf indication contraire
sur la figure; la concentration de la solution en chitosane est de 5,0 mg/ml et
celle de la solution d'’ADNdb de 0,5 pg/ml.
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V.4.2.3 Conclusions préliminaires

L'ensemble des expériences effectuées ont montré (1) la cinétique d'adsorp-
tion du chitosane est plus rapide que celle de I'ADNdb; (2) les changements de
l'angle de résonance des plasmons de surface observés apres la formation d'une
couche d'ADN sont plus importants que ceux observés aprés la formation d'une
couche de chitosane; (3) les changements de l'angle de résonance des plasmons de
surface sont moins prononcés et le temps nécessaire pour atteindre la saturation
du signal cinétique est allongé lorsque le nombre de couches augmente; (4) le
nombre maximum de bicouches que nous avons pu observées est de trois.

Cette étude préliminaire est actuellement poursuivie au LEOPR par P. Labbé
en collaboration avec G. Rivas. La stabilité des multicouches composées d'un
nombre plus important de bicouches ainsi que l'influence de la force ionique et
du pH de la solution tampon sur la formation des multicouches est étudiée. Dans
un futur immédiat, G. Rivas s'intéresse a 1l'influence de la charge du chitosane
sur la formation de multicouches et a l'effet de 1'ajout de chaines carbonées,
composées de huit carbones, greffées le long de la molécule de chitosane en pro-
portion variable. Ces multicouches ADN-chitosane pourrait étre utilisées pour
étudier la complexation de métaux ou d'enzymes avec 'ADN.

V.5 Projets futurs

Il serait intéressant d'étudier les monocouches de cadhérines greffées sur
substrat solide par la mesure de résonance des plasmons de surface. Nos colla-
borateurs de I'U.I.U.C. utilisent une méthode de greffage que nous expérimenté
lors d'un séjour dans leur laboratoire. La méthode d'ancrage des cadhérines est
similaire a celle employée pour les multicouches de chitosane-ADNdb. Le subs-
trat d'or est recouvert d'une couche d'alcane thiol pour la rendre hydrophobe.
Une monocouche de lipides est ensuite déposée par la technique de Langmuir-
Blodgett. La cellule échantillon en Teflon est disposée sur le substrat immergé
et l'ensemble est fermé hermétiquement car la monocouche serait fortement
déstabilisée par 1'air. Une mesure de résonance des plasmons de surface est ef-
fectuée sur la monocouche de lipides. Les fragments de cadhérines sont ensuite
injectés et l'adsorption peut étre suivie par mesure cinétique. Lorsque le signal
est stabilisé, une mesure angulaire de la résonance des plasmons de surface est
effectuée afin de déterminer la masse adsorbée par un ajustement d'une courbe
calculée par les équations décrites dans le Chapitre I et plus haut dans ce chapi-
tre.

L'appareil SPR est actuellement repris en charge par R. Calemczuk. Plu-
sieurs projets du laboratoire nécessitent la caractérisation d'échantillons et
I'étude de l'adsorption de molécules sur des surfaces solides et des interactions
entre molécules par SPR. En collaboration avec A. Buhot de notre laboratoire, R.
Calemczuk se propose d'étudier 1'hybridation d'oligonucléotides. Pour cela, des
oligonucléotides simples brins seront immobilisés sur un substrat solide recou-
vert d'or par électropolymérisation d'un mélange de polypyrrole et d'oligonucléo-
tides pyrrolés. L'hybridation de ces oligonucléotides avec des brins complémen-
taires sera suivie par mesures de la résonance des plasmons de surface cinétique
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et angulaire. Pour étudier 1'hybridation en fonction de la température, un sys-
téme de régulation de la température sera ajouté au dispositif expérimental.
L'hybridation des oligonucléotides sera également étudiée en fonction d'un
champ électrique extérieur. Les interactions entre molécules d'ADN chargées
négativement ont lieu en solution grace a l'écrantage des charges par des ca-
tions présents en solution. Afin de mieux comprendre ce mécanisme, il sera inté-
ressant d'appliquer un champ électrique qui pourrait modifier ces interactions.

Il est également envisagé de remplacer la photodiode par une caméra CCD
pour obtenir une image de la surface de 1'échantillon. Ce systéme serait déve-
loppé afin d'étudier les inhomogénéités d'adsorption dues par exemple au subs-
trat ou a l'injection.



Chapitre VI Conclusions et perspectives

Nous avons présenté dans ce manuscrit une étude de protéines d'adhérence
cellulaire assemblées en monocouches a l'interface air-eau. Grace cette technique
d'immobilisation des protéines et aux méthodes expérimentales employées : la
réflectivité des rayons X et l'ellipsométrie, nous avons pu obtenir des informa-
tions intéressantes sur le comportement des fragments extracellulaires de cad-
hérine au sein de la monocouche. Ces deux techniques sont complémentaires
puisqu'elles permettent de déterminer a la fois la quantité de protéines conte-
nues dans une monocouche et le profil de densité électronique suivant la normale
a la monocouche. Nous avons ainsi pu montrer que les protéines étaient accessi-
bles a d'autres molécules injectées en sous-phase. Les informations sur la densité
des monocouches et sur la structure perpendiculaire a la surface nous ont permis
de mettre en évidence le comportement des cadhérines en fonction de la concen-
tration en calcium environnante.

Les couches de protéines immobilisées sous une monocouche lipidique consti-
tuent un systéme modele, approprié a l'étude des protéines d'adhérence puis-
qu'elles permettent d'orienter les protéines d'une maniere similaire a leur orien-
tation a la surface d'une cellule, modélisant ainsi un environnement proche du
contexte cellulaire. Elles présentent en ce sens un avantage sur les expériences
in vitro en solution.

L'association de l'ellipsométrie et de la réflectivité X s'est révélée efficace
pour l'étude de la formation de complexes protéiques a la surface de monocou-
ches de lipides. Ces méthodes présentent 1'avantage de permettre 1'étude directe
des molécules d'intérét sans utiliser de marqueurs qui pourraient avoir un effet
sur les interactions entre molécules.

Grace a la simulation de courbes d'ellipsométrie angulaire, nous avons vérifié
que les variations de l'angle ellipsométrique A ne sont pas linéaires avec l'aug-
mentation d'épaisseur ou les changements d'indice de réfraction qui traduisent
la densification de la monocouche. Ainsi, en contradiction avec de publications
précédentes [Renault 1999, Vénien-Bryan 1998], les mesures ellipsométriques de
I'angle A seul ne sont pas suffisantes pour décrire la cinétique des changements
opérés au sein de la monocouche de protéine. Une conséquence de ce phénomeéne
est que les contributions respectives du lipide et de la protéine dans la couche ne
sont pas additives. La mesure simultanée des angles y et A est nécessaire a
I'analyse des monocouches déposées a la surface de I'eau. Les mesures angulaires
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permettent d'obtenir une évaluation des parametres d'épaisseur et d'indice de
réfraction dont le produit est utilisé pour calculer une densité massique de sur-
face avec une incertitude de 0,5 mg/m2. Cette information est essentielle pour
I'étude des interactions entre protéines.

A partir des mesures de réflectivité X, nous avons obtenu des profils de densi-
té électronique décrivant les couches constituées de lipide et de cadhérine avec
une résolution expérimentale pouvant aller jusqu'a 0,7 nm. Grace a la structure
cristallographique du fragment extracellulaire de C-cadhérine, nous avons pu
calculer la densité électronique moyenne de la protéine et convertir les profils de
densité électronique en pourcentages de protéine et d'eau au sein de la monocou-
che. Par 1'évaluation du rapport entre le nombre d'électrons et la masse des
fragments de cadhérine étudiés, nous avons pu convertir les profils de densité
électronique en profil de densité massique, et calculer la densité massique de
surface. Ainsi, l'utilisation couplée de la réflectivité X et de l'ellipsométrie of-
frent la possibilité de calibrer les masses adsorbées apparentes évaluées a partir
des mesures ellipsométrique. Celles-ci sont néanmoins biaisées par la difficulté
de 1I'évaluation de l'incrément d'indice pour les protéines et par 1'inadaptation de
la relation de de Feijter au cas de la monocouche de lipides [de Feijter 1978].

Les deux programmes utilisés pour l'analyse des courbes de réflectivité X pré-
sentent des avantages complémentaires. En effet, le programme Parratt32 pro-
pose une description par entités chimiques de la couche [Parratt32]. Le pro-
gramme RefX divise la monocouche en lamelles qui apportent une grande préci-
sion spatiale dans la direction perpendiculaire a la surface [Bardon 1999]. Des
programmes d'analyse des courbes de réflectivité des rayons X et des neutrons
tenant compte a la fois des groupements chimiques des molécules présentes dans
les couches et proposant des profils détaillées sont développés actuellement
[Vaknin 2001, Loésche 2002, Weygand 2002]. Lors de l'ajustement fait par ces
méthodes, le nombre d'électrons dans une couche du profil de densité électroni-
que est fixé selon la molécule a laquelle est attribuée la couche. Une telle modé-
lisation permet par exemple de décrire l'organisation interne d'une monocouche
lipidique [Schalke 2000]. Ces méthodes rassemblent ainsi les avantages des deux
programmes que nous avons utilisés : une description du systéeme physique en
fonction des molécules qui le composent et une précision spatiale élevée dans la
direction perpendiculaire a a couche.

La programme RefX a récemment été modifié afin que 1'épaisseur des couches
puisse étre ajustée. Cette amélioration est trés intéressante pour nos analyses
car elle permettra de mieux décrire la partie lipidique des films lipo-protéiques.
En effet, les épaisseurs des chaines aliphatiques et des tétes polaires sont pro-
ches de la résolution expérimentale et donc de la taille des couches utilisées dans
nos calculs. Un ajustement de la taille de ces couches pourrait décrire beaucoup
mieux les lipides et par la, on s'attend a une meilleure adéquation globale de la
courbe calculée a partir du modele et de la courbe expérimentale.

L'objectif de ce travail était de développer des méthodes d'analyse des mono-
couches de protéines pouvant mettre en évidence des changements de densités
et/ou d'épaisseurs au sein de la monocouche. Ces outils et les expériences préli-
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minaires que nous avons effectuées ouvrent maintenant la voie a des expériences
de biologie systématiques.

En ce qui concerne les monocouches a l'interface air-eau, des mesures sup-
plémentaires sont nécessaires pour compléter 1'étude des interactions entre cad-
hérines. Le réle de la glycosylation des domaines extracellulaires de cadhérine
n'est pas compris actuellement. Un fragment de VE-cadhérine glycosylé est ac-
tuellement produit dans 1'équipe de D. Gulino et il serait intéressant de compa-
rer d'une part les comportements des fragments de VE-cadhérine possédant ou
non des polysaccharides et d'autre part ceux des fragments de VE- et de C-
cadhérine.

L'étude de 1'association entre des fragments de cadhérine composés d'un nom-
bre variable de domaines extracellulaires est a poursuivre. Des constantes d'af-
finités entre les fragments de longueurs variables devront étre déterminées au
préalable. De plus, il sera nécessaire d'utiliser des mélanges de fragments dont
un seul posseéde une étiquette polyhistidine. Aprés la formation de monocouches
composées de complexes mixtes de fragments, 1'effet d'un appauvrissement de la
concentration en calcium environnante pourrait mettre en évidence la présence
de complexes adhérents dépendants du calcium. L'étude par réflectivité X de
telles couches pourrait alors permettre de déterminer les domaines impliqués
dans les interactions. Des caractérisations biochimiques des mélanges de frag-
ments sont nécessaires. Par exemple, I'analyse par électrophorése de tels mélan-
ges apres réticulation chimique des complexes pourraient confirmer les hypothe-
ses d'association entre fragments a nombre de domaines extracellulaires diffé-
rents.

L'étude des interactions entre fragments de cadhérine mutés nous parait
également prometteuse. Les mutants sont des protéines dont un ou plusieurs
acides aminés sont changés afin d'observer les effets de 1'absence de 1'acide ami-
né dans les interactions entre fragments. Cette méthode peut étre appliquée au
fragment extracellulaire entier de cadhérine. Elle présente ainsi l'avantage de ne
pas perturber l'ensemble des interactions entre deux fragments de cadhérine,
contrairement a la méthode utilisant des fragments courts.

Pour mettre en évidence les points de fixation des ions calcium le long les
cadhérines, un ion lourd de méme coordination que le calcium pourrait étre mé-
langé avec les fragments de cadhérine, par exemple l'ion ytterbium. Des frag-
ments de cadhérine contenant des méthionines séléniées pourraient étre pro-
duits (un atome de sélénium remplacant I'atome de soufre de la méthionine). Il
serait intéressant d'effectuer des mesures de réflectivité X sur des monocouches
composées de tels fragments prés du seuil d'absorption des atomes de sélénium
ou d'ytterbium afin d'obtenir des profils de densité électronique contrastés qui
pourraient apporter une information complémentaire sur l'arrangement des
domaines de cadhérine.

Un défaut des méthodes que nous avons décrites est de moyenner l'informa-
tion dans le plan de la monocouche. La cristallisation a deux dimensions des
protéines apporte des informations sur la structure au sein de la monocouche.
Dans sa thése en cours, R. Al-Kurdi a élaboré des cristaux bidimensionnels du
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fragment VE-EC1-4His. Ces cristaux sont étudiés par microscopie électronique a
transmission en collaboration avec E. Hewat (I.B.S.). L'analyse de la structure
des cristaux devrait résulter en une carte de projection de la densité électronique
du fragment sur la surface de la monocouche. Elle permettrait de déterminer le
mode d'assemblage des molécules de cadhérine a la surface des monocouches
lipidiques. Elle apporterait ainsi des informations complémentaires a la réflecti-
vité X sur les assemblages de cadhérines et les interactions en dimeéres ou en
hexameéres. L'inconvénient principal de cette technique est que les associations
entre protéines observées dans le cristal n'est pas toujours celles représentatives
des associations de protéines in vivo.

La cristallisation des protéines a deux dimensions est aujourd'hui une tech-
nique utilisée dans de nombreux laboratoires, mais elle reste un systéme modele
d'étude des étapes de formation des cristaux. Plusieurs théses ont été consacrées
a cette étude a Grenoble [Lenne 1998], [Courty 2001], ainsi que la theése en cours
de L. Drazeck qui cherche a élaborer des monocristaux bidimensionnels (Labora-
toire Particules, Interfaces et Microfluidique, Grenoble).

Les monocouches formées sur surface solide apportent également des infor-
mations sur les interactions entre protéines. Pour étudier de telles couches, 1'as-
sociation des techniques de réflectivité X et d'ellipsométrie peut étre remplacée
par les techniques de réflectivité des neutrons et de résonance des plasmons de
surface. L'appareil de mesure de la résonance des plasmons de surface permet de
caractériser l'adsorption des monocouches formées directement sur un substrat
solide recouvert d'une mince couche d'or. L'appareil commercial de mesure de la
résonance des plasmons de surface Biacore (Pharmacia) est utilisé par de nom-
breux laboratoires de biologie. Le montage que nous avons réalisé propose une
plus grande flexibilité d'utilisation, puisqu'il permet d'effectuer des mesures
angulaires. Ces mesures offrent la possibilité d'évaluer 1'épaisseur et 1'indice de
réfraction des couches, et d'obtenir des informations sur la densité de surface des
monocouches protéines. La croissance de monocouches pourrait aussi étre effec-
tuée sur silicium pour permettre 1'étude par réflectivité des neutrons. Un avan-
tage des monocouches formées sur surface solide est en effet qu'elles ne nécessi-
tent pas de transfert, au contraire des cristaux bi-dimensionnels de protéines
observés par microscopie électronique. De plus, la manipulation des échantillons
est facilités et leur fragilité est moindre.

Dans le cadre de la collaboration avec D. Leckband concernant 1'étude des in-
teractions entre molécules d'adhérence, un projet d'expériences de réflectivité X
et des neutrons est en cours. Il s'agit déterminer un profil de densité perpendi-
culaire a la surface de monocouches de la protéine d'adhérence entre neurones
nommée NCAM (voir Annexe 1). L'objectif est d'étudier les effets des chaines
polysaccharidiques sur les interactions entre ces molécules. Les monocouches
seront élaborées a la surface de l'eau en ce qui concerne les expériences de ré-
flectivité X et une étude préliminaire par ellipsométrie permettra d'étudier 1'ad-
sorption des molécules NCAM a une monocouche de lipides. Le groupe de D.
Leckband maitrise la technique de formation de monocouches sur une surface de
mica qui sont utilisées pour étudier les interactions entre molécules par des
mesures de force de surface. Des mesures de la résonance des plasmons de sur-
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face sont utilisées pour caractériser les monocouches avant les mesures de force
de surface. Cette technique sera employée pour 1'élaboration d'échantillons des-
tinés a étre étudiés par réflectivité des neutrons.

Une collaboration avec le groupe d'E. Pebay-Peyroula (I.B.S.) est également
en cours, impliquant notamment la these de V. Dubosclard. Ce projet concerne
I'étude des protéines du complexe de la NADPH Oxydase [Grizot 2001]. Ce com-
plexe est situé sur les membranes de neutrophiles. Il est impliqué dans la lutte
contre les agents infectieux dans l'organisme par la production d'ions superoxy-
des qui déstabilisent les membranes bactériennes. Ce complexe est formé de
deux protéines membranaires et de trois protéines cytoplasmiques. Dans son
stage de DEA, A. Mitric s'est intéressée a deux protéines du complexe. Des frag-
ments de ces protéines ont été produits avec une étiquette polyhistidine. La for-
mation d'une monocouche de protéines sous une monocouche de lipides chélatant
un ion nickel a été mis en évidence par ellipsométrie [Mitric 2001]. Ce théme de
recherche est poursuivi actuellement par V. Dubosclard qui cherche a élaborer
des cristaux tridimensionnels et bidimensionnels des différentes protéines du
complexe. La caractérisation de 1'adsorption de protéines sera suivie par ellipso-
métrie. L'assemblage de plusieurs protéines du complexe de la NADPH Oxydase
pourra étre étudiée également par ellipsométrie et par réflectivité des rayons X.






Annexe 1 Les molécules d'adhérence

cellulaire

Les cadhérines forment une des quatre familles de protéines d'adhérence

cellulaire [Hunt1996]. Les autres molécules d'adhérence sont les suivantes :

La superfamille des immunoglobulines comprend une centaine de CAM. Cette
famille doit son nom au fait que la partie extracellulaire de ces molécules est
composée de plusieurs domaines d'immunoglobulines. L'équipe de D. Leck-
band s'intéresse par exemple a la NCAM qui forme des interactions homoty-
piques entre neurones ou hétérotypiques entre des neurones et des cellules
musculaires.

Les intégrines ont un roéle prépondérant dans les interactions entre les cellu-
les et des protéines de la matrice extracellulaire, et entre cellules en se liant
a des protéines de la superfamille des immunoglobulines.

Les sélectines sont impliquées dans 1'adhérence des leucocytes sur l'endothé-
lium. Elles engagent des interactions faibles qui sont par la suite relayées
par les intégrines. A ce jour, trois sélectines sont connues: ce sont les sélecti-
nes E (endothélium), P (platelet) et L. (leucocyte).

189






Annexe 2 Structures cristallographiques
de cadhérines

La topologie en "greek key

La topologie en "greek key", est nommée ainsi en référence a un motif qui
était commun sur les poteries grecques antiques. Cette structure est composée de
quatre brins B. Trois brins B téte-béche sont connectés au quatrieme qui est ad-
jacent au premier par une liaison plus longue [GreekKey].

Wy

topology of the Greek key

Figure 120 :lllustration du motif "greek key".

Fragments composés d'un domaine extracellulaire de cadhérine

Les complexes observés sont des associations observées dans le cristal et par
conséquent peut-étre tres différentes des interactions in vivo.

Fragment EC1 de cadhérine

Figure 121 : Domaine EC1 : a gauche, E-cadhérine [Overduin1995], & droite N-cadhérine
[Shapiro1995].
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Fragments composés de deux domaines extracellulaires de cadhérine

Fragment ECI1-2 de N-cadhérine

Figure 122 : Structure du fragment EC1-2 de N-cadhérine [Tamural1998].

Fragment EC1-2 de E-cadhérine de B. Nagar et al.

B. Nagar et al. ont cristallisé le fragment EC1-2 de E-cadhérine (cadhérine de
I'Epithélium) en présence de calcium. Dans le cristal, deux fragments EC1-2 sont
reliés au niveau de la zone de fixation des ions calcium en un diméres paralléle.
La Figure 123 montre la structure obtenue par cristallographie, selon deux an-
gles d'observation. Les extrémités C et N-terminales des fragments sont identi-
fiés respectivement par les lettres A et B, et C et N.

Figure 123 : Structure du fragment EC1-2 de E-cadhérine formant un dimére paralléle
[Nagar1996]. Un atome de mercure a été utilisé pour la détermination de la phase.

Fragment EC1-2 de E-cadhérine de O. Pertz et al.
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O. Pertz et al. ont cristallisé le fragment EC1-2 de E-cadhérine en présence de
calcium [Pertz 1998]. Les auteurs observent une structure cristalline proche de
celle obtenue par B. Nagar et al. [Nagar1996], dans laquelle les deux fragments
EC1-2 sont reliés au niveau de la zone de fixation des ions calcium en un dimeres
parallele. La Figure 123 montre la structure obtenue par cristallographie, selon
deux angles d'observation. Les extrémités C et N-terminales des fragments sont
identifiés respectivement par les lettres A et B, et C et N.

Les auteurs ont montré que les fragments EC1-5 de E-cadhérine forment des
assemblages cis et trans via les domaines N-terminaux EC1 et EC2.

Figure 124 : Structure du fragment EC1-2 de E-cadhérine formant un dimere paralléle
[Pertz1998].
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Fragment composé des cinq domaines extracellulaires de cadhérine

T. Boggon et al. ont déterminé la structure cristallographique du fragment C-
EC1-5His de C-cadhérine [Boggon 2002]. La Figure 125 montre trois fragments
de C-cadhérine formant des associations cis (cadhérines claire et foncée) et trans
(cadhérines claires ensembles). Les vues A et B sont des prises a 90° l'un de

l'autre.

Figure 125 : Structure des cinq domaines extracellulaire de C-cadhérine indiquant des interac-
tions cis et trans [Boggon 2002].



Annexe 3
matiere

Interaction rayonnement-

Dispersion de l'indice de réfraction complexe

La Figure 126 présente l'exemple des variations des parties réelle et imagi-
naire de l'indice de réfraction complexe de 1'eau en fonction de la fréquence de

l'onde électromagnétique incidente

normales de température et de pression [Jackson 1975].

Figure 126 : Variations de l'indice de réfraction complexe en fonction de la fréquence :
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Réflexion totale et angle critique

La matiere est définie par son indice de réfraction qui est le rapport de la vi-
tesse de la lumiére dans le vide et dans le matériau, n=c/v.

La loi de Snell-Descartes se déduit des conditions de propagation d'une onde
électromagnétique a une interface. A l'interface entre deux milieux 1 et 2 d'in-
dice respectif n; et nz, les angles d'incidence i; et de réfraction iz obéissent a la
loi

nisin ii = n2 Sin iz.
ou pour les angles complémentaires

ni cos 01 = ns cos 0s.

Milieu 1 0, b

Milieu 2

Figure 127 : Faisceau incident a l'interface entre deux milieux d'indices de réfraction respectifs
ns et na.

Tout couple de matériau pour lesquels l'indice n; est supérieur a ne, il existe
un angle d'incidence critique ic au-dessus duquel il y a réflexion totale du fais-
ceau incident sans réfraction dans le milieu:sini, =n—2. Cette situation est appe-

nl
lée réflexion totale. Toute 1'énergie du champ incident est réfléchie et il n'y a pas
de champ transmis. Il existe cependant une onde évanescente confinée a l'inter-
face dont l'intensité décroit exponentiellement avec la distance a l'interface. Une
profondeur de pénétration de l'onde évanescente dans le matériau est définie
comme la distance a laquelle I'amplitude du champ est diminuée par un facteur
1/e. Elle s'écrit :

c

P=
n. . 5.
n,®, |—sin’i —1
n,
Polarisation de la lumiére

La lumiére est une onde électromagnétique transverse? qui est définie par
une direction de propagation (k) et des champs électrique (E) et magnétique

25 onde transverse : 1'élongation des oscillations est perpendiculaire a la direction de

propagation (cf. les vagues a la surface de 1'eau).
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(M)26 (amplitudes et direction). Le plan d'incidence d'une onde électromagnétique
par rapport a une interface est formé par la direction de propagation k et la
normale a la surface n.

Nous avons dit plus haut que l'interaction entre l'onde électromagnétique et
la matiére dépend de 1'angle d'incidence de 1'onde. Il est donc essentiel de définir
précisément les directions du champ électromagnétique, c'est-a-dire la polarisa-
tion de l'onde.

La polarisation de 1'onde électromagnétique est définie par la direction de son
champ électrique. On appelle TE (transverse électrique) ou s une onde dont le
champ électrique est perpendiculaire au plan d'incidence. Dans le cas ou le
champ électrique est paralléle au plan d'incidence, 1'onde est dite TM (transverse
magnétique) ou p. De maniere générale, une onde quelconque se décompose en
une composante paralléle p et une composante perpendiculaire s. Elle sera :

e linéairement polarisée s (resp. p) si, au cours du temps, le champ électrique
reste perpendiculaire (resp. paralléle) au plan d'incidence. Par extension, elle
peut étre linéairement polarisée dans une direction quelconque si le champ
électrique fait un angle constant avec la direction normale au plan.

e polarisée elliptiquement lorsqu'il y a une différence de phase ¢=6:-6, et
d'amplitude entre les composantes s et p. Elle sera dite droite (resp. gauche)
lorsque les composantes s et p du champ électrique précessent autour de la
direction de propagation dans le sens (resp. inverse) des aiguilles d'une mon-
tre lorsque l'on regarde dans la direction opposée a la propagation

E(z,t)=E cos(wt —kz+8 )%+ E, cos(@t —kz+8))

Une onde polarisée circulairement est un cas limite de polarisation elliptique
ou et les composantes s et p ont méme amplitude et précessent en quadrature de
phase c'est-a-dire ¢ = n/2 (une des composantes p et s est maximale quand l'autre
est minimale).

Une onde polarisée linéairement est le cas limite ou les composantes ont des
amplitudes différentes et précessent en phase c'est-a-dire ¢ = 0 ou en opposition
de phase (les composantes p et s ont leurs maxima et minima en méme temps).
Ainsi, une onde polarisée linéairement s ou p n'interagit pas de la méme maniéere
avec la matiere.

26 Jes champs électrique et magnétique sont par définition perpendiculaires entre eux

et a la direction de propagation.






Annexe 4 Estimation de la masse de pro-
télnes adsorbée dans une monocouche

Equation de Lorentz-Lorenz

L’équation de Lorentz-Lorenz modifiée est utilisée pour évaluer la masse I' de
protéine adsorbée sur une surface liquide ou solide [Bruhat 1965]. Deux données
sont nécessaires au calcul de la masse par cette équation : r, qui est le rapport de
la réfractivité molaire sur la masse molaire de la protéine et v le volume partiel
spécifique de la protéine. L'équation de Lorentz-Lorenz modifiée s'écrit :

2 2
n —n;

3d
(n* +2)-(r(n; +2) = v(n; = 1))

ou ns est 1'indice de réfraction du substrat, d est 1'épaisseur de la couche dé-
posée, n son indice de réfraction, r sa réfractivité molaire et v son volume partiel
spécifique.

Le Tableau 21 présente quelques résultats obtenus par cette méthode ainsi
que les données de référence de réfractivité molaire et de volume partiel spécifi-
que des protéines étudiées.

Cette méthode est comparable a celle de de Feijter et al. [de Feijter 1978]
puisqu'elle évalue la masse de protéines adsorbée a partir de l'indice de réfrac-
tion et de 1'épaisseur de la couche de protéines et de 1'indice du substrat. Elle ne
permet donc pas de tenir compte de la contribution des lipides. De plus, il est
nécessaire de connaitre la réfractivité molaire et le volume partiel spécifique de
la protéine. Nous lui avons préféré la méthode de Feijter et al. qui ne nécessite
qu'un seul parametre, I'incrément d'indice.
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Références Molécule I' (img/m2) a Données de
saturation référence
[Cuypers 1983] _
Laser He-Ne Prothrombine 3 r:0,236 ml/g
, v=0,700 ml/g
Verre chromé
DOPS 1,95 £ 0,25
DOPS :DOPC (1:99 2,43 + 0,07
[Andree 1990] ( ) r=0,254 ml/g
Silicium Bicouche 4 v=0,71 ml/g
DOPS :DOPC (1 :4)
Annexine V 2,2 27
[Hook 2001] .
R protéine r=0,249 ml/g
A=401.5 noy d’adhérence Mefp-1 1,35 £ 0,15 v=0,742 ml/g
Verre doré

Tableau 21 : Evaluation de T : I’équation de Lorentz-Lorenz modifiée.

Densités massiques surfaciques de cristaux bidimensionnels de protéines

L'ordre grandeur des densités de surface des monocouches de protéines peut
étre estimé grace a l'exemple des cristaux bi-dimensionnels de protéines. La
densité surfacique des cristaux bidimensionnels de protéines peut étre calculée

nm

par la relation : Fsz, ou n est le nombre de protéines dans la maille, m, la

masse de la protéine, et A I'aire de la maille cristallographique. Elle correspond
a la densité de protéine dans le cristal, donc a une densité massique de surface
maximale de la monocouche, puisque la surface n'est pas entiérement recouverte
de cristaux.

Le Erreur! Source du renvoi introuvable. indique les densités massiques
surfaciques I' de plusieurs cristaux bi-dimensionnels de protéines. Suivant les
données consignées dans les articles, il est possible de calculer la masse adsorbée
par unité de surface en tenant compte des lipides si les auteurs indiquent 'aire
par lipides ou la pression de surface a laquelle ils ont obtenus les cristaux. La
densité massique surfacique varie de 1,33 mg/m?2 a 12,50 mg/m?2,

27 lipides soustraits
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Protéine

Protéines

Lipides Maille (A) maille | (mg/m2) | Auteurs
Sticholysine 11 98x196 o . Martin-
’ Y:89’1 ’ Benito 2000
PC
Streptavidine
60 kDa 84’;3? 2 2,9 Lenne 1998
Biotin-LC-DPPE 1
HIV reverse trans-
criptase 160x160 Kubalek
138 kDa 1900 3 3,1 004
Ni-NTA-DOPE:PE V=
(1:10)
HupR 111x111 Lenne 1998,
53,843 Da 120° 6 4.9 Courty 2002
Ni-NTA-DOGA - Y
Prosome de cellules
Hela 170x120 .
790 kDa y=113° 1 6,4 Perkins 1994
(sans lipides)
Protéine du capside
du virus de la leucémie
murine de Moloney 79,2x137,5 6,46 (eau .
35 kDa v=89,7° 12 incluse) Barklis 1997
Ni-DHGN:PC ~ de
(1:100) a (1:50)
Protéine du capside
du virus HIV-1
59,23 kDa 74’8;‘323%’2 12 12,50 | Barklis 1998
Ni-DHGN:PC (1:4) e
(w:w)

Tableau 22 : Calcul de la densité massique de surface pour des exemples de cristaux bidimen-
sionnels de protéines. Selon les exemples, le calcul de T peut inclure la contribution des lipides.







Annexe 5 Autres molécules étudiées

Protéine HupR et lipides utilisés pour sa cristallisation bi-
dimensionnelle

Cette étude a été réalisée dans le cadre d'une collaboration avec S. Courty de
I'l.B.S. et C. Vénien-Bryan du Laboratory of Molecular Biophysics, a 1'Université
d'Oxford.

La protéine HupR appartient a une famille de protéines fabriquées par les
cellules procaryotes et capables de transmettre des signaux entre cellules. Ces
protéines sont nécessaires pour détecter des changements de l'environnement
cellulaire. Elles permettent aux cellules de survivre dans des milieux trés divers
en déclenchant des réponses adaptées. La protéine HupR est une protéine de la
bactérie Rhodobacter capsulatus. Elle fait partie d'un systéme de régulation a
deux composants, comprenant un récepteur et un régulateur de réponse. Elle est
un régulateur de transcription de la synthése de I’hydrogénase [NiFe].
L’hydrogénase permet a la bactérie de vivre dans un milieu contenant du dihy-
drogéne et de I'utiliser en tant que donneur d’électrons. La structure primaire de
la protéine HupR est connue, mais sa structure tridimensionnelle n'est pas en-
core résolue actuellement. La cristallisation bidimensionnelle constitue dans ce
cas une alternative. Des expériences de microscopie électronique ont ainsi mon-
tré que la protéine HupR est un dimeére et une carte de projection de sa densité a
pu étre construite avec une résolution de 9 A par C. Vénien-Bryan [Vénien-Bryan
1997, Courty 2002]. Sa reconstruction tridimensionnelle est en cours a partir des
données bidimensionnelles. Les conditions de cristallisation bidimensionnelle
sont donc bien connues. Plusieurs lipides ont permis 1'élaboration de cristaux bi-
dimensionnels de la protéine HupR [Vénien-Bryan 1997, Courty 2001]. Les lipi-
des que nous avons utilisés sont des lipides branchés dont la structure chimique
est décrite sur la Figure 128.

La protéine HupR est préparée dans une solution tampon composée de 20 mM
Tris-HCI et de 0,3 M NaCl, a pH 8.Son point isoélectrique est égal a pH 5,5, la
molécule est donc chargée négativement a ce pH.
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Figure 128 : Structure du lipide branché Ni-NTA-BB [Courty 2002].

Pyrrole
Le polypyrrole est un polymeére semi-conducteur, facilement élaboré par élec-
tropolymérisation.
pyrrole
i
v
polypyrrele
| | | |
|
N N
™/ NN 7N 7\ 7\
N SN NS N/

I I
l | | |
H H H H

Figure 129 : Structure du pyrrole et schéma d'un polypyrrole.
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Méthodes d'analyse de surface appliquées a 1'étude de protéines
d'adhérence cellulaire

L'immobilisation de protéines ancrées a des lipides a l'interface air-eau ou
solide-eau permet aux protéines d'interagir avec des molécules en solution. Dans
le cas des cadhérines, protéines d'adhérence cellulaire, ce systéme mime la sur-
face d'une cellule. Les interactions entre domaines extracellulaires de cadhérines
nécessitent la présence d'ions calcium. Des monocouches de C-cadhérine et de
VE-cadhérine formées a la surface de 1'eau ont été étudiées en variant la concen-
tration en calcium de la solution. La densité massique surfacique apparente de
protéines a été évaluée par ellipsométrie. Le profil de densité électronique des
monocouches a été déterminé par réflectivité des rayons X en incidence rasante.
Les résultats obtenus suggérent que les cadhérines forment des complexes anti-
paralleles pouvant en partie étre dissociés par l'appauvrissement de la solution
en calcium. La résonance des plasmons de surface a permis d'évaluer la densité
de molécules déposées sur un substrat solide.

Mots-clés : Ellipsométrie, Réflectivité des Rayons X, Cadhérine, Résonance
des Plasmons de Surface, Monocouches, Phospholipides, Adhérence Cellulaire.

Surface Analytical Methods for the Study of Cell Adhesion Pro-
teins

The immobilization of proteins anchored to lipids at the air-water or solid-
water interface let the proteins interact with other molecules in solution. In the
case of the cell adhesion proteins named cadherins, this system mimics the sur-
face of a cell. The interactions between the extracellular domains of cadherins
require the presence of calcium ions. Monolayers of C-cadherin and VE-cadherin
formed at the surface of water were studied by varying the calcium concentra-
tion. The apparent surface mass density of proteins was evaluated by ellipsome-
try. The electronic density profile of monolayers was determined by grazing inci-
dence x-ray reflectivity. The results obtained suggest that the cadherins form
anti-parallel complexes which can be partly dissociated by reducing the calcium
concentration. Surface plasmons resonance was also used to evaluate the surface
density of molecules deposited on a solid substrate.

Keywords : Ellipsometry, X-ray Reflectivity, Cadherin, Surface Plasmon
Resonance, Monolayers, Phospholipids, Cell Adhesion.
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