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Vésicules décorées :
adhésion et transport

Tout ce qui vit est composé au moins d’une cellule ou est un assemblage plus
ou moins complexe de cellules.

Depuis maintenant plus d’un siecle, les biologistes ont décrit comment les cel-
lules se différencient et s’associent pour former les différents organes des étres
vivants. Mais cette “brique élémentaire” de la construction du vivant est en elle-
méme un objet composite renfermant énormément de sous-unités ayant chacune
un role crucial dans le fonctionnement de cette “usine” (noyau, organites intra-
cellulaires - mitochondries... -, appareil de Golgi,...). Sur la Fig. 1A, une vue
tridimentionnelle d’une cellule eucaryote (c’est-a-dire nucléée, du type de celles
qui nous constituent) permet de se rendre compte de la complexité et du ni-
veau d’intégration de ce systeme qui fait quelques microns a quelques dizaines de
microns. Il faut voir cette assemblée comme un ensemble dynamique de petites
usines a produire ou dégrader des protéines et qui communiquent entre elles.
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microtubules chromatin
3 i p N nuclear envelope
mitochondrion .__ N P ]»nucleus
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rough X - o .
endoplasmic endoplasmic
reticulum  ribosomes reticulum

FiG. 1 — A : Représentation schématique d’une cellule eucaryote : les différents
organites intracellulaires, I'appareil de Golgi, le noyau sont les principales sous-
unités visibles (http ://www.ebi.ac.uk/) - B : sa membrane ou sont ancrées des
protéines, sous-tendue par le cytosquelette (http ://fig.cox.miami.edu).

Une caractéristique importante de la cellule est d’isoler un milieu intérieur.



Cela parait anodin mais on peut penser que ce simple fait, de pouvoir séparer un
intérieur fragile d’'un milieu extérieur hostile, a pu favoriser I’émergence de la vie
dans toute sa diversité. La “cloison séparatrice” s’appelle la membrane cellulaire :
elle protege les usines de I'intérieur du monde extérieur, comme une muraille, mais
elle permet quand méme des échanges (nourriture, matériel de construction vers
I'intérieur, produits de chimie a haute valeur ajoutée — protéines,... — ou résidus
de transformation vers l'extérieur). D’autres membranes, présentes a lintérieur
de la cellule, entourent des organites intracellulaires et jouent un role crucial, en
particulier dans la transduction des signaux cellulaires.

La membrane cellulaire, en tant que lieu du contact avec le milieu extérieur
et les autres cellules, s’affirme comme étant un site essentiel de communication
et d’interactions. Comme l'illustre la Fig. 1B, la membrane est elle aussi un
objet composite. On peut la décrire succinctement comme une bicouche, com-
posée de plusieurs types de lipides, ou sont ancrées des transporteurs ou canaux
(permettant des échanges de matiere entre milieux intérieur et extérieur), des
protéines de communication/adhérence (permettant a la cellule de sonder le mi-
lieu extérieur et/ou de former des assemblées pour mieux “se défendre”), des
foréts de molécules glycosylées/le glycocalyx (jouant majoritairement un role de
rempart stérique)... Elle est de plus sous-tendue (et liée, via des protéines) par
un réseau “de cables”, appelé cytosquelette et formé d’actine, qui lui confere une
résistance mécanique plus grande. Pour une revue sur les propriétés et particula-
rités de la membrane cellulaire, voir le chapitre introductif de E. Sackmann dans
[Lipowski and Sackmann] et les parties subséquentes de [Alberts et al., 2002] qui
exposent dans un langage relativement accessible aux physiciens de la “matiere
molle” 'essentiel de la “matiere vivante”.

Vers un systeme modele de la membrane
cellulaire

Comment /par quoi peut-on modéliser des objets si complexes, face auxquels
des générations de biologistes se sont affrontées et en ont tiré des quantités de
données, parfois relativement empiriques ? Comment extraire un effet (au risque
de tres souvent simplifier les choses de maniere un peu trop abrupte) ?

Une des pistes, suivie tout d’abord par certains biologistes et biophysiciens,
consiste a dire : “la cellule c’est compliqué, enlevons donc tout ce qu’il y a dedans,
et ne gardons que la membrane”. On obtient ainsi un “sac” qui délimite un
intérieur et un extérieur. Un sac rigide, alors : “enlevons aussi le cytosquelette”,
on aura un sac “mou”. La suite logique de cette idée est d’ajouter : “mais méme la
membrane qui reste est un fatras extraordinaire, ne gardons que les lipides, pour
commencer”. Mais méme la, c’est encore complexe : la membrane d’un globule

rouge contient une centaine de lipides différents et est asymétrique (le feuillet
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interne de la bicouche n’a pas la méme composition que le feuillet externe). “Au
final, ne prenons qu’un type de lipide, ou deux, ou trois, et peut-étre une protéine,
et regardons ce que l'on peut en tirer!”. La bicouche obtenue est un systeme
autoassemblé relativement robuste, comme nous allons le voir.

Les liposomes

Le premier systeme modele qui a découlé de cette approche est la vésicule uni-
lamellaire ou liposome (SUV pour Small Unilamellar Vesicle, LUV pour Large
Unilamellar Vesicle). Les liposomes unilamellaires sont préparés soit par traite-
ment mécanique de suspensions multilamellaires de phospholipides (sonication,
presse de French, congélation/décongélation, extrusion), soit par évaporation de
solvants organiques a partir de suspensions de micelles inverses de phospolipides
(réversion de phase, éther ou éthanol injection). Ils ont des diametres de 10 a
200 nm et ont été étudiés de maniere intensive pour leurs applications comme
vecteurs de drogues en pharmacologie [Lasic, 1993, Rosoff, 1996].

Dans une deuxieme étape, des protéines membranaires ont pu étre recons-
tituées dans de telles vésicules lipidiques pour former des protéoliposomes. Ces
objets sont idéaux pour analyser les mécanismes fonctionnels ainsi que les topo-
logies et topographies de protéines membranaires reconstituées dans la bicouche
lipidique [Rigaud et al., 1995, Rigaud and Levy, 2003].

Bien que les méthodologies pour obtenir ces vésicules unilamellaires (lipo-
somes ou protéoliposomes) sont parfaitement maitrisées, leur taille est mal adaptée
a I’études des propriétés dynamiques des phénomenes d’intéret, comme 1’adhésion
par exemple.

Les bicouches planes

En parallele de cela, des bicouches supportées sur des solides, fabriquées par
des techniques de dépot en cuve de Langmuir ou par fusion de SUV, ont aussi servi
de systemes modeles de la membrane cellulaire [Sackmann, 1996], que 'on peut
étudier par résonnance de phonons et/ou par microscopie de fluorescence. Cette
fois-ci, une des limitations est la présence d’un solide au-dessous de la bicouche,
qui perturbe fortement ses propriétés mécaniques. Beaucoup d’améliorations (par
incorporation d’une couche de polymeres hydrosolubles gonflés [Schmitt et al., 2001],
d’espaceurs [Wagner and Tamm, 2000], de gels d’agarose ou de polysaccharides
[Baumgart and Offenh, 2003] entre la bicouche et le substrat) ont été proposées
et le sont encore.

D’autres expériences utilisent une bicouche suspendue (Black Lipid Mem-
brane) et sont basées sur des mesures de conductivité afin de détecter I'activité de
protéines incorporées ou l'existence de pores [Winterhalter, 1999a, Winterhalter, 1999b].
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Les vésicules géantes

Enfin, un dernier systeme modele est “la vésicule géante unilamellaire” (ou
GUV, voir Fig. 2) qui a une taille comparable a celle de nos cellules et qui
est observable par microscopie optique, alors que les SUVs ne le sont que par
microscopie électronique ou de fluorescence. Ce systéeme a regu une attention
toute particuliere de la part des (bio)physiciens dans les deux derniéres décennies
(voir par exemple [Luisi and Walde, 2000]).

Fic. 2 — A : Image par microscopie de fluorescence
d’une vésicule géante — a 1’équilibre, une telle vésicule
a une tension nulle. La barre représente 10 microns.
L’épaisseur de la bicouche a I'image ne correspond bien
str pas a son épaisseur réelle a cause de la diffusion de
la lumiere de fluorescence; B : schéma illustrant I'orga-
nisation des lipides en bicouche dans une vésicule. La
structure est bien plus simple que celle d'une cellule.

C’est une bicouche libre et fermée, composée de peu de types de lipides et par-
fois décorée avec une protéine ou un fragment protéique, un anticorps. L’objet
artificiel résultant est fragile et sa taille, entre 10 et 100 pm de diametre. Ces di-
mensions sont proches de celles des cellules . Cela permet ’'observation des GUVs
par les microscopies optiques classiques (DIC, fluorescence, confocal,...) et le suivi
de phénomenes en temps réel. La membrane est animée de fluctuations géantes
car sa tension de surface est nulle : les molécules de lipides qui la constituent sont
insolubles et minimisent leur surface par téte polaire.

Ce systeme est celui qui a été utilisé au cours du travail de thése que ce
manuscrit présente, afin de modéliser certains aspects de la membrane
cellulaire : ses propriétés d’adhésion et de transport.

Systemes modeles d’adhésion cellulaire

A la surface des cellules, beaucoup de molécules (protéines, sucres et méme
lipides) jouent un role dans I’adhésion cellulaire. Cette derniere est essentielle pour
pouvoir construire et organiser des tissus (embryogénese, cohésion tissulaire,...),
ou bien permettre a des cellules de se déplacer (motilité). La compréhension du
role et du mode de fonctionnement de ces molécules est donc essentielle, ainsi que
la mesure d'une “énergie d’adhésion”.

Deux types d’expériences sont a mettre en avant a ce stade : ou 'on parle
d’adhésion entre vésicules, ou entre une vésicule et une surface. Les deux surfaces
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Fia. 3 — Expériences d’adhésion — A : micropi-
pettes —on met en contact deux vésicules décorées
avec des clefs et des serrures et on mesure ’angle
de contact qui donne une mesure de 1’énergie
d’adhésion, la tension des membranes étant
connue [Pincet et al., 2001a]; B : microscopie in-
terférentielle (RICM) : cinétique de I'adhésion —
on observe une vésicule adhérant sur une surface,
décorée — cette derniere expérience sera décrite en
détail dans ce manuscrit [Boulbitch et al., 2001].

que 'on va mettre en contact doivent présenter des interactions non spécifiques
(charges, attraction par déplétion) ou spécifiques (en étant décorées avec des
molécules de type “clef/serrure”).

Le premier type regroupe toutes les expériences dites de vésicules libres (en
suspension, qui interagissent quand elles se rencontrent) et celles de “micropi-
pettes” comme illustré par la Fig. 3A. Dans ce dernier cas, deux vésicules sont as-
pirées dans des micropipettes. Elles peuvent porter des molécules complémentaires
en surface, des charges opposées, étre placées dans une solution de macromolécules,...
Une est maintenue tendue et 'autre est laissée plus “molle”. Cette derniere adhere
sur la vésicule tendue par un phénomene s’apparentant a du mouillage. La ten-
sion des membranes et 'angle de contact # étant mesurés, on peut en déduire
facilement une énergie d’adhésion via la relation de Young.

Le second regroupe les adhésions sur substrat texturé (ou des séries de bandes
adhésives/non adhésives décorent la surface [Bernard et al., 2000]) et ceux ou le
substrat présente une décoration homogene qui peut étre une combinaison d’une
interaction attractive (une protéine par exemple) et d’une interaction répulsive
(un lipide portant un polymere hydrosoluble permet de créer une chevelure pro-
tectrice). Dans ce dernier cas, illustré sur la Fig. 3B, les études réalisées sur la
statique et la dynamique de la zone d’adhésion (en noir au centre de l'image)
par microscopie interférentielle ont permis de mettre en évidence des séparations
de phase (coexistence de zones de membrane adhérant fortement avec d’autres
n’adhérant pas, a 'image des “plaques d’adhésion” cellulaires) dans des gammes
de densités en récepteurs/ligands de 'ordre de celles présentes a la surface des
cellules.



Phénomenes de transport : pores transitoires et
tubes de membrane

Pores transitoires

Bien évidemment, les vésicules géantes peuvent aussi étre vues comme des
modeles des petits liposomes de “drug delivery” utilisés en pharmacologie et en
galénique. Ces objets, de par leur nature lipidique, sont essentiellement biocom-
patibles. Ils peuvent aussi étre vus comme un “agrandissement” des vésicules
servant de cargo a l'intérieur des cellules lors des échanges de matériels entre les
différentes usines de la cellules, ou entre la cellule et I'extérieur (synapses...).

Ils permettent d’élucider les différents modes de délivrance d’un principe en-
capsulé (éclatement de la vésicule, apparition d'un pore suite & une mise sous
tension par adhésion ou par modification des propriétés mécaniques de la mem-
brane (changement de phase du a la température...).

Fic. 4 — A : Pore transitoire s’ouvrant
et se refermant dans une vésicule ten-
due par éclairement — on accede ainsi
a la tension de ligne 7 de la mem-
brane [Sandre, 2000, Sandre et al., 1999a,
Karatekin et al., 2003b, Puech et al., 2003]
(barre : 10 pum ); B : mise sous ten-
sion de vésicules géantes négatives par
adhésion sur des billes de charge opposée
micromanipulées avec des pinces optiques
[Karatekin et al., 2003b,  Fery et al., 2003]
(barre : 3 um )

Un exemple de ces études, effectué au cours de ce travail de these, est présenté
sur les Fig. 4A et B : mise sous tension par éclairement et apparition d’un pore
transitoire ; mise sous tension par adhésion sur une bille. Cette derniére expérience
illustre 1'idée suivante : si, a la place d'une bille recouverte de polycation, on utilise
une capsule de polyélectrolytes (dont les parametres mécaniques et la porosité
sont excessivement bien controlés), il devient envisageable d’utiliser les vésicules
géantes comme des cargos de réactifs et les capsules comme des réacteurs calibrés.

Fusion de membranes Des phénomenes de réorganisation des membranes
peuvent aussi étre observés. Sans agents fusogenes (peptides, SNAREs ou sim-
plement tensioactifs), I'occurence du phénomene de fusion est (quasi)nulle entre
vésicules de méme composition. La séquence d’images de la Fig. 3.8 montre un



événement de fusion dans un milieu contenant un tensioactif (Tween 20). Des
études en cours cherchent a déterminer un systeme minimal, & base de vésicules
géantes dont la membrane contient des lipides chargés ou des molécules fu-
sogeénes d’intérét biologique (SNAREs par exemple), permettant de modéliser
les mécanismes moléculaires de la fusion.

10 um

o P

F1G. 5 — Séquence de fusion de deux vésicules
en présence d'un tensio-actif, le Tween 20 —
cette fusion montre qu’il y a ouverture si-
multanée de deux pores au voisinage 1'un de
I'autre [Karatekin et al., 2003al.

t=0s [URZ 0.80s 0.84 s

Tubes de membrane

Certaines structures de la cellule sont composées de tubes de membranes
(appareil de Golgi, invaginations,...). Des systemes minimaux d’étude de tubes de
membrane, de leur mécanique (comment les extrait-on, comment se déforment-
ils sous contraintes, comment les relaxent-ils?) ont été étudiés récemment au
laboratoire (Fig. 6A et B). On peut observer des tubes lorsque 'on soumet une
vésicule, attachée en un point sur une surface, a un flux : des lois d’extraction et
de rétraction on été établies expérimentalement et sont en train d’étre comparées
a des modeles théoriques (Fig. 6A). De méme, un systeme d’inspiration biologique
a été mis en place, ou les tubes sont cette fois-ci tirés par des moteurs moléculaires
fixés sur la membrane en présence d’ATP, se déplagant le long de microtubules
jonchant la surface (Fig. 6B).

FiGc. 6 — A : Extraction et rétraction
de tubes de membrane sous écoulement
[Rossier et al., 2003]; B : tubes de
membrane tirés a partir de vésicules
géantes par des moteurs moléculaires
“courant” le long de microtubules
déposés sur une surface de verre
[Roux et al., 2002]




Au sujet du travail présenté ici...

Le travail présenté dans ce manuscrit a porté principalement sur l’élaboration
d’un nouveau systeme minimal mimant ’adhésion cellulaire a ['aide de frag-
ments recombinants d’une protéine cruciale dans [’embryogénese, la cohésion et la
différenciation tissulaire, ainsi que dans la prolifération de tumeurs cancéreuses :
la E-cadhérine. En paralléle, nous avons étudié plusieurs systémes d’adhésion
forte et modélisé la cinétique de croissance de la zone d’adhésion. Nous nous
sommes intéressés au probleme de la mise sous tension de vésicules géantes, pou-
vant conduire a la formation de pores transitoires, comme moyen de controler
les phénomenes de transport a travers la membrane. Enfin, nous avons mis au
point une méthode permettant d’extraire des tubes de membrane, et d’en étudier
les propriétés dynamiques lors de l’extrusion et de la rétraction.

Dans un premier temps, nous effectuerons un bref exposé des enjeux et ques-
tions de I'adhésion cellulaire, ainsi que des protéines que nous avons utilisées, les
cadhérines. Puis, nous présenterons quelques aspects de la physique des vésicules
géantes, avant de rentrer dans le détail des matériels et méthodes utilisés au
cours de ce travail. Enfin, quatre groupes d’expériences seront détaillés et dis-
cutés. Dans le Chapitre 4, sera présentée la mise au point et la validation d’une
nouvelle méthode permettant d’accéder a la tension de vésicules lourdes reposant
au voisinage de surfaces. Les Chapitres 5 et 6 portent sur des études d’adhésion
(i) par décoration de vésicules géantes avec des fragments de cadhérines (étude
des interactions vésicule/vésicule et vésicule/substrat); (ii) avec des systemes
chargés ou en utilisant un systeme spécifique de “super-glue” moléculaire, qui
créent une adhésion tres forte. Dans le Chapitre 7 (iv) I’étude de la modifica-
tion de la dynamique de pores transitoires dans des vésicules géantes, plongées
dans un milieu visqueux, par ajout de molécules agissant sur le bord du pore et
donc sur la tension de ligne La mise sous tension de la membrane par adhésion
sur des billes chargées, ou par application d’un flux conduisant a I'extraction de
tubes lipidiques, sera illustrée par des articles. Enfin, nous essayerons de montrer
les voies possibles de poursuite de ce travail sur des systemes modeles de mem-
brane cellulaire, et comment se rapprocher un peu plus encore des phénomenes
biologiques.



Chapitre 1

Adhésion cellulaire et cadhérines

L’adhérence d’une cellule a une autre, ou bien sur un substrat, est un phénomene
central et capital en tant qu’il permet a cette cellule de communiquer avec ses
voisines, de se mouvoir ou de former un assemblage plus complexe, un tissu
[Alberts et al., 2002].

A contrario des agrégations entre particules colloidales qui sont médiées par
des interactions non spécifiques, I'adhésion cellulaire est, elle, essentiellement et
hautement spécifique. La surface de la cellule porte des molécules d’adhérence
(protéines) capables de reconnaitre leur complémentaire.

Dans ce chapitre, nous allons décrire brievement comment adherent les cel-
lules, et présenter les différents protagonistes de ce comportement. Nous essaye-
rons de mettre en avant le caractere particulier de cette adhérence : elle est
régulée, c’est-a-dire exprimée ou inhibée, par des signaux venant de l'extérieur
de la cellule (hormones de croissance, présence d’une cellule voisine ou d’un sub-
strat,...) ou de I'intérieur de la cellule (cascades de signalisation). Nous présenterons
alors plus particulierement une famille de molécules homotypiques d’adhérence
impliquées dans des zones d’adhésion qui maintiennent la cohésion des tissus :
les cadhérines.

Nous montrerons alors comment les études de la structure tridimentionnelle
de ces protéines conduisent a formuler des hypotheses sur leur “mode de fonc-
tionnement” (géométrie des assemblages, zones d’interaction), et comment a été
sondée la résistance de 'attachement qu’elles induisent par différentes méthodes
de mesures de force (SFA, AFM, chambre a flux, micromanipulations de cellules).
Nous présenterons alors le systeme formé de segments de cadhérine épithéliale (ou
E-cad), que nous avons utilisé lors de ce travail de these.

1.1 L’adhérence cellulaire : quelques éléments

Dans un organisme multicellulaire, les cellules sont des entités hautement
spécialisées, capables de communication et de reconnaissance [Alberts et al., 2002].
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CHAPITRE 1. ADHESION CELLULAIRE ET CADHERINES

En quelque sorte, elles sont “programmées” afin d’avoir un comportement bien
défini. Certaines adherent entre elles (entre cellules du méme type) pour former
des tissus, et interagissent avec la matrice extra-cellulaire. Un exemple type sont
les cellules épithéliales, constitutives des tissus séparant I'intérieur d’un vaisseau
sanguin des tissus I'environnant. D’autres se déplacent et sont capables de recon-
naitre différents types cellulaires mais de n’interagir avec eux qu’en réponse a un
signal spécifique : les leucocytes circulant dans le sang sont capables de “s’arréter”
sur un lieu d’inflammation ou d’infection, afin de lutter contre. L’adhésion d’une
cellule sur un substrat est aussi a la base de la motilité cellulaire.

Ces phénomenes sont impliqués a des stades tres différents de 1’évolution d’un
organisme : développement et différenciation des embryons, renouvellement et
cohésion des tissus (pour former des barrieres semi-perméables, comme les parois
des vaisseaux sanguins), défense de I'organisme contre des attaques extérieures
(comme le font les leucocytes, qui “traquent” dans nos vaisseaux les agents pa-
thogenes)... ou bien, et plus malheureusement, cancer (une métastase qui migre
d’un organe malade vers un autre s’est en quelque sorte “décollée” de la premiere
tumeur) [Thiery, 2003]. Dans ces fonctions, il y a toujours un phénomene d’adhésion
ou de détachement d'une cellule par rapport a une autre, ou par rapport a un
substrat.

Toutes ces interactions sont médiées par des molécules présentes a la surface
des cellules, souvent des protéines ancrées dans la membane cellulaire, et appellées
pour cela molécules d’adhésion cellulaire (en anglais Cell Adhesion Molecules ou
CAMs). On estime que plus de 3% des protéines codées dans le génome humain
font partie par au moins une de leur fonctions connues des molécules adhérentes
[Thiery, 2003].

D’une maniere tres générale, on nomme ces molécules des récepteurs : leur re-
connaissance moléculaire est généralement hautement spécifique (via des contraintes
géométriques, des liaisons hydrogene,...). C’est ce qui différencie 1'adhésion de
type cellulaire, via des assemblages de molécules “clef-serrure”, des agrégations
colloidales, dues aux attractions classiques (électrostatique, van de Waals,...). On
percoit bien ici le caractere “discret” de l'adhérence induite par ces molécules,
qui sont généralement présentes en faibles quantités a la surface des cellules.

1.1.1 Assemblage en tissus : exemple de ’endothélium

Un cas particulier de tissu, ’endothelium vasculaire, qui est celui qui tapisse
les parois des vaisseaux sanguins, est un bon exemple pour illustrer ces différents
types de jonctions entre cellules. Les assemblages intercellulaires que forment les
molécules d’adhérence (jonctions) en s’associant sont des entités tres localisées.
Ils sont classifiés en trois groupes, suivant leur structure (en termes de distance
entre membranes) et leur fonction (imperméabilisation des assemblages ou com-
munication) : les jonctions étanches, les jonctions adhérentes et les jonctions de
communication.
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1.1. L’ADHERENCE CELLULAIRE : QUELQUES ELEMENTS

Sur la Fig. 1.1 est présentée la zone de contact entre deux cellules de 1’en-
dothélium ainsi que les différentes jonctions cellulaires dont on vient de parler.

c6té luminal
Y4

S L. jonction étanche Fic. 1.1 - Schéma montrant deux

s b occludines & claudines e .
. cellules endothéliales vasculaires

jonctions adhérentes . . .
cadhérines et les trois types de jonctions
/@Qtiondmmmunkaﬁm adhérentes entre elles : jonction
- étanche, adhérente, de communica-

ions
tion. L’attachement de ces -cellules
a la matrice extracellulaire est aussi

\V{w " V représenté.

i matrice extracellulaire&

co6té basolatéral

Ce tissu joue plusieurs roles cruciaux dans notre organisme : il controle la
circulation sanguine, permet les échanges de gaz (O,, CO,) entre les organes et
le sang, intervient dans les propriétés de coagulation lors d’une blessure. C’est
donc une paroi solide mais aussi capable de laisser les globules blancs passer (par
extravavasation) pour aller réparer une inflammation ou lutter contre un foyer
infectieux. Il n’est pourtant formé que d’une monocouche de cellules endothéliales
liées entre elles latéralement et qui sépare l'intérieur du vaisseau (coté luminal,
ou se trouve le fluide sanguin) de la matrice extra-cellulaire (coté basolatéral).

Les jonctions existant entre ces cellules sont responsables de la forte cohésion
de I'endothélium : en partant du coté luminal (“extérieur”, Fig. 1.1) et en des-
cendant dans le tissu (vers le c6té “intérieur”), on trouve successivement (i) les
jonctions dites étanches (ou ZO, pour zonula occulens, sur la Fig. 1.1), qui sont
formées par des protéines appelées claudines et occlusines, et imperméabilisent
le vaisseau ; (ii) les jonctions dites adhérentes (ou ZA, pour zonula adherens, sur
la Fig. 1.1), qui sont formées essentiellement par des cadhérines, qui entourent
la cellule comme une ceinture et sont reliées a des filaments d’actine; (iii) les
jonctions dites de communication (ou gap junctions), qui permettent le passage
d’ions ou de petites molécules entre deux cellules contigiies via des canaux formés
d’hexameres de connexines.

Les interactions avec la matrice extracellulaire (fibres de collagene,...) située
coOté basolatéral sont réalisées via d’autres catégories de protéines d’adhésion, les
intégrines. Lors d'une interaction entre un lymphocyte et la paroi endothéliale
(coté luminal), ces mémes intégrines ainsi que des sélectines, sont impliquées
[Alberts et al., 2002].
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CHAPITRE 1. ADHESION CELLULAIRE ET CADHERINES

L’endothélium est un cas particulier d’épithélium simple. Sur la Fig. 1.2 est
présentée la zone de jonction entre deux cellules épithéliales vue en microscopie
électronique : on peut remarquer ’organisation similaire de celle-ci par rapport
a lorganisation décrite sur la Fig. 1.2. La jonction de type “desmosome” (Ma)
n’existe pas entre cellules endothéliales.

Vé

intérieur

extérieur

F1c. 1.2 — Deux cellules épithéliales dans un tissu en contact (microscopie
électronique) : (Zo) jonction étanche, proche du coté luminal de la cellule (“vers
I'extérieur du tissu”) qui est constituée par des protéines appelées claudines et
occlusines; (Za) jonction adhérente ou l'on trouve la E-cadhérine et beaucoup
de filaments d’actine; (Ma) desmosomes. Ensemble, elles forment une jonction
cellulaire complexe (Cjc). Sont aussi visibles la membrane plasmique (P), ainsi
que l'espace intercellulaire (+) [EMAtlas, 2003].

1.1.2 Adhésion et perméation de leucocytes

En réponse a une inflammation, les leucocytes entrainés par la circulation
sanguine sont capables d’adhérer, d’abord faiblement, sur la surface d’un vais-
seau sanguin se trouvant a proximité de la zone malade (Fig. 1.3). Les cel-
lules endothéliales de ce vaisseau y expriment des sélectines, molécules recon-
nues spécifiquement par des oligosaccharides présents sur la surface des globules
blancs.

Ceux-ci peuvent alors rouler sur la paroi interne du vaisseau jusqu’a se rappro-
cher suffisamment de la zone inflammée, au voisinage de laquelle les interactions
entre les cellules endothéliales et leucocytes deviennent plus fortes : le systeme
adhésif intégrine (sur le globule) / ICAM (sur la paroi) est activé et immobilise
les leucocytes aux zones intercellulaires de I’endothélium. Ainsi, les leucocytes
peuvent, en se déformant et en profitant du fait que les cellules de la paroi se
font localement un peu plus laches, pénétrer dans les tissus plus profonds (on dit
qu’il y a extravavasation) et migrer par chemotaxie vers la zone malade.

On voit que dans ce phénomene, essentiel a la défense de notre organisme,
les processus d’adhésion sont omniprésents et en gouvernent toutes les étapes. La
migration qui a lieu apres passage ne faillit pas a cette regle comme nous allons
le voir.
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1.1. L’ADHERENCE CELLULAIRE : QUELQUES ELEMENTS

roulement
Z arrét pénétration
?”? ?990 o
@ (@ @ LO
signal

migration

Inflammation

Fic. 1.3 — Un tissu inflammé émet des “messages chimiques” qui poussent les
leucocytes a se coller sur la paroi du vaisseau sanguin le plus proche qui exprime
des sélectines. L’adhésion est alors due a 'interaction entre ces molécules et des
oligosaccharides portés par les globules blancs. Ils y roulent alors, jusqu’a la zone
enflammée, ou il s’arretent. Un systeme d’adhésion plus forte est alors activé,
mettant en jeu des intégrines qui vont se lier a des ICAM. Enfin, le leucocyte
peut s’infiltrer entre les cellules endothéliales et migrer vers I'inflammation.

1.1.3 Adhésion et motricité cellulaire

Sans adhésion les cellules ne pourraient migrer. En effet, comme le montre la
Fig. 1.4, la plupart des cellules progressent par un mécanisme d’adhésion/traction
sur des lamellipodes.

Une cellule adhérant sur un substrat par le biais de zones focales d’adhésion
doit, pour avancer, a la fois créer de nouveaux points adhésifs, sur lesquels elle
va se tracter, et détruire des points adhésifs qui sinon la retiendrait la ou elle se
trouve. Ayant “choisi” (en réponse a des signaux chimiques de type hormones de
croissance ou autre) une direction, elle avance un pied en concentrant a l'intérieur
de celui-ci de I'actine. Puis ce pied adhere, et la polymérisation de 'actine génere
des forces de traction qui vont faire avancer la cellule. Simultanément, celle-ci
détruit des points focaux d’adhésion situés en arriere de son mouvement a venir.
La cellule bouge, et répete ce cycle de phénomenes jusqu’a ce qu’elle soit arrivée.

L’adhésion est donc un phénomene dynamique pour la cellule : elle la construit
ou la détruit suivant ce qu’elle va faire. L’adhésion est donc a la fois forte (pour
résister a la traction) et versatile (pour étre faite ou défaite sans couter trop
d’énergie a la cellule). Pour cela, nous avons vu que la cellule utilise beaucoup
de molécules, qui chacune adhérerait faiblement avec son complémentaire, et les
ordonne en structures qui sont régulées par de nombreuses voies de signalisation.
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.&-wamuﬂ Fic. 1.4 - Déplacement d'une cel-

lule en réponse a un un gradient

i E d’hormone de croissance (d’apres
e AT o PROTRUSION http ://www.ucl.ac.uk/) : la cellule
Lemmmmma L émet un “pied” (lamellipode) dans
R 5 RN . la direction ou elle veut aller (fleche
"QRJ soresion ~,  verte). Ce pied s’attache sur la surface,
) \ * pendant que l'arriere de la cellule se
! | détache (fleches rouges). Une traction
\ \ i “_\ 1 s’exerce alors via ce nouvel ancrage, et
Y CONTRACIION ,’  permet ainsi a la cellule de se déplacer.
. DEADHESION ~ , N .
.. PR Le phénomene se poursuit, et la cellule
RIS -7 avance ainsi a des vitesses de l'ordre

-
i

de quelques microns par minute.

1.2 Les récepteurs moléculaires d’adhérence

Toutes les molécules d’adhérence que I'on vient de citer sont des glycoprotéines
présentes a la surface des cellules et présentent trois “segments” (Fig. 1.5) : une
partie extracellulaire, jouant le role de récepteur proprement dit (elle sonde le
milieu extérieur et va étre le site de la reconnaissance moléculaire et de l'in-
teraction avec une cellule voisine); une partie transmembranaire hydrophobe,
qui va lui permettre de s’intégrer dans la membrane cellulaire; une “queue”
cytoplasmique pouvant lui servir d’ancre au cytosquelette (et la mettant “en
contact” avec les voies de signalisation intracellulaire). Elles sont regroupées
en cinq grandes familles selon leurs caractéristiques structurales et/ou fonction-
nelles : les cadhérines, les immunoglobulines, les sélectines, les intégrines et les
protéoglycanes [Gumbiner, 1996]. Elles interagissent avec une molécule de méme
type (interaction dite “homotypique”) ou non (interaction dite “hétérotypique”),
entre deux cellules qui peuvent étre de méme type (interaction dite “homo-
philique”) ou non (interaction dite “hétérophilique”). Les cadhérines sont une
famille de CAMs intervenant dans des interactions homotypiques (interactions
cadhérine/cadhérine) et homophiliques (entre deux cellules d’endothélium, par
exemple).

Il faut noter que le role des CAMs ne se limite pas a étre seulement une “colle
moléculaire” : elles interviennent tres fortement dans la signalisation cellulaire
[Gumbiner, 2000].

Nous allons maintenant nous focaliser sur la famille des cadhérines.
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partie Fic. 1.5 — Représentation schématique d’une

extracellulaire protéine d’adhésion avec ses trois parties : ex-

tracellulaire, transmembranaire et cytoplasmique.

Tﬂfjﬁ?"ij La premiere sonde l'extérieur de la cellule (zone
FEETEITTITETTD

de reconnaissance), la deuxiéme assure 'incorpora-
tion de la protéine dans la membrane, la troisieme
’ partie cytoplasmique 12 couple au cytosquelette.

y
. . A actine
signaux internes

1.3 Les cadhérines

Les cadhérines sont des protéines qui, comme nous venons de le voir, sont
engagées dans des interactions homophiliques et homotypiques. Ces interactions
sont de plus calcium-dépendantes, c’est-a-dire que le calcium est nécessaire a la
formation de liaisons entre cadhérines. Dans le corps humain, la concentration
en calcium libre est de I'ordre du mM, les cadhérines interagissent pour une
concentration locale en calcium entre 1 et 2 mM. Cette concentration locale
est régulée par un ensemble de protéines actives présentes dans les membranes.
Des études récentes tendent a montrer qu'un appauvrissement sévere du milieu
désorganise les jonctions entre cellules [Rothen-Rutishauser et al., 2002].

La nomenclature des cadhérines couramment utilisée est la suivante : elles
portent comme initiale celle du tissu dans lequel on les a identifiées en premier
ou dans lequel elles sont majoritaires. Pour exemple, citons la E-cad que nous
avons utilisé : elle a été identifiée en premier dans I’épithélium. Dans ce tissu, les
E-cads se regroupent au niveau des jonctions adhérentes. Ce regroupement, en
plus de son lien aux filaments d’actine, est souvent invoqué comme origine de la
solidité de la jonction [Shapiro et al., 1995].

Les cadhérines permettent donc la création de tissus solides et différenciés,
par exemple lors de la morphogénese [Takeichi, 1995]. Il faut noter que toutes les
cadhérines ne sont pas purement “homotypiques” : la N-cad (neurale) et la R-cad
(rétinale) sont deux exceptions a la regle et des interactions “croisées” peuvent
exister [Shapiro et al., 1995].

De plus, ces protéines ne sont pas quune “colle cellulaire”, mais jouent aussi
un role de grande importance dans la reconnaissance entre cellules [Takeichi, 1991]
et dans la signalisation. Leur expression peut entrainer la différenciation des cel-
lules et la formation de tissus. La dérégulation de cette méme expression est
considérée comme étant une étape dans le processus de propagation de tumeurs
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cancéreuses [Thiery, 2003].

Plusieurs familles de cadhérines existent, a la fois suivant leur structure (les
cadhérines dites classiques ont cinq domaines relativement semblables, les cadhérines
atypiques en ont plus), et suivant leur caractére plus ou moins adhérent (les
cadhérines de type I sont plus adhérentes que celles dites de type II). Dans ce qui
va suivre, nous nous concentrerons essentiellement sur des cadhérines classiques
de type I, comme les cadhérines épithéliales.

1.3.1 Les cadhérines dites “classiques”

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a un type de cadhérine, la F-
cad. Cette cadhérine fait partie de ce qui est communément nommeé les cadhérines
classiques. Nous allons présenter ici les aspects généraux de la structure de ces
protéines, qui sont des protéines transmembranaires, constituées de trois parties
[Gumbiner, 1996, Gumbiner, 2000] (voir Fig. 1.6).

Fi1G. 1.6 — A : Partie extracel-
lulaire de la C-cad d’apres
[Boggon et al., 2002] vue de
coté et sa rotation a 90°; elle
est composée de 5 fragments
entre lesquels se fixent trois
ions calcium (en vert, signalés
par des fleches). On peut aussi
voir les différents sites de gly-
cosylation (en bleu et rouge)
ainsi que le résidu tryptophane
2 (Trp2 ou W, en violet) sur
ECT - B : cadhérines insérées
dans la membrane cellulaire,
d’apres [Gumbiner, 2000] : le
domaine extracellulaire rigi-
difié grace au calcium, Ila
partie transmembranaire ainsi
que la partie cytoplasmique,
couplée aux filaments d’actine
sont représentés; C : détail
du couplage a 'actine, via les
caténines [ et «, et d’autres
protéines cytoplasmiques.

{sae also S-catlenin;
Lu &1 al., 1995

p-catenin
{or plakoglobin)

Les cadhérines classiques (comme la E-cad ou la C-cad) présentent a I’extérieur
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de la cellule leur domaine extracellulaire glycosylé, qui est une espece de “doigt”
formé de cinq segments EC' homologues, semblables a des domaines immunoglo-
bulines [Shapiro et al., 1995]. Ces segments ou domaines sont numérotés de 1 a
5 en partant depuis le domaine le plus extracellulaire (voir Fig. 1.6A). Chaque
domaine fait approximativement 4,5 nm de long, pour 3 nm de diametre. La
partie extracellulaire de la protéine, étendue, mesure donc a peu pres 25 nm.
Cette partie de la protéine est le site des interactions adhérentes entre cadhérines
et donc de la reconnaissance cellulaire. Le calcium, nécessaire a ’adhérence, est
aussi nécessaire au bon repliement de cette partie de la protéine et lui confere une
résistance a la protéolyse : trois ions se fixent entre deux domaines, soit douze
pour une cadhérine complete. Cette structure se prolonge par une partie trans-
membranaire hydrophobe qui permet a la protéine de s’ancrer dans la membrane
cellulaire.

Enfin, a 'intérieur de la cellule se trouve une partie cytoplasmique, tres conservée
entre cadhérines (c’est-a-dire dont la structure et 'organisation est la méme d’un
membre a 'autre de cette famille), qui est reliée au cytosquelette d’actine par un
assemblage d’autres protéines cytoplasmiques (dont les caténines, voir Fig. 1.6B
et C). Par le biais de cet assemblage, les cadhérines sont au contact des chaines de
signalisation intracellulaire qui consistuent une voie “active” de régulation et de
recrutement. Cette fixation joue aussi vraisemblablement un réle de renforcement
des jonctions entre cellules [Gumbiner, 2000].

1.3.2 Interactions entre cadhérines

De nombreuses études ont porté sur la facon dont ces protéines interagissent
et créent une adhésion aussi forte que celle générée dans les jonctions adhérentes
des cellules. On peut diviser ces travaux en deux groupes :

1. les expériences in vivo, ou les biologistes ont utilisé les outils de la biologie
moléculaire pour (i) localiser des interactions entre cadhérines et (ii) cerner
le role de la partie cytoplasmique et de ses connexions avec les cascades de
signalisation ;

2. les expériences in vitro ou seuls des fragments solubles de la partie extracel-
lulaire ont été utilisés, afin de comprendre la structure de cette partie et
ses implications dans les interactions entre protéines, ainsi que de mesurer
les forces mises en jeu lors de I’adhésion.

Nous allons ici tenter de présenter une revue de ces travaux afin de faire état
des connaissances et hypotheses sur le mode de fonctionnement des cadhérines.
Nous avons choisi de regrouper par theme, plutot que par type d’expérience. Il
est a noter que les travaux relatés ici portent essentiellement sur des cadhérines
classiques que nous avons utilisées.
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Fic. 1.7 — [Interactions
entre cadhérines de deux
cellules adjacentes : inter-
actions dites “cis” entre
cadhérines de la méme
cellule et “trans” entre
cadhérines  n’appartenant
pas a la meme cellule.
Les différentes questions
ouvertes sont signalées
géométrie de la formation
zone diinteraction ? du dimere? Interactions
cis/trans?  Zone  d’in-
terpénétration des parties
extracellulaires? Role du
tryptophane 27 Role de la
partie intracellulaire ?

i’} =Trp 2 :r6le dans I'adhésion, la formation de doublet?

O =site Ca++ :role dans la formation de doublets ?

1.3.2.a Role du calcium

Le role du calcium en tant que régulateur des interactions adhésives entre
cadhérines est maintenant relativement établi. Depuis les travaux de Nagar sur
la E-cad [Nagar et al., 1996], le calcium est considéré comme étant impliqué a la
fois dans la rigification de la structure tertiaire des cadhérines, les rendant plus
résistantes a la protéolyse, et dans la formation des doublets de cadhérines (que
nous présentons dans le paragraphe a suivre).

Depuis que la structure complete de 'ectodomaine de la C-cad a été publiée
par Boggon et al. [Boggon et al., 2002], on a pu confirmer que le calcium s’inter-
cale entre les domaines FC' a raison de 3 ions calcium par site (Fig. 1.6A). Son
role direct sur 'adhésion est, lui, encore assez mal compris.

1.3.2.b Formation de dimeres

Afin d’interagir, les cadhérines de deux cellules voisines doivent former des
complexes adhérents. Ce type d’interaction, entre cadhérines de deux cellules
différentes, est appelé interaction “trans” ou antiparalléle.

Un autre type d’interaction a été mis en évidence lors de 1’étude de frag-
ments FC1 (les fragments terminaux de la partie extracellulaire) de la N-cad
en cristallographie [Shapiro et al., 1995] : des interactions entre cadhérines “de la
meéme cellule”, afin de former des dimeres ayant une activité adhérente, ont été
observées. Elles portent le nom d’interactions “cis” ou paralléles.
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Pour un grand nombre d’auteurs, ces interactions cis sont une condition ini-
tiale & la mise en place des interactions adhérentes (pour une revue récente, voir
[Leckband, 2002]). Leur origine (et donc la géométrie des doublets qu’elles en-
trainent) est encore une question ouverte.

Selon les observations de Shapiro [Shapiro et al., 1995], ces interactions se-
raient dues a un échange de tryptophanes entre deux fragments de cadhérine : un
Trp2 du fragment EC'1 d’une cadhérine se loge dans une “poche hydrophobe” de
la cadhérine voisine et vice et versa. Ce phénomene est indépendent de la présence
de calcium, et les EC1 sont “paralleles” (Fig. 1.8A). Selon les observations de Na-
gar [Nagar et al., 1996], elles ont lieu au niveau de la zone de fixation des ions cal-
ciums, et les EC'1 sont “croisés” (Fig. 1.8B). Selon Boggon [Boggon et al., 2002],
la géométrie de l'interaction est plus complexe, entre £FC1 d’une cadhérine et
EC?2 d’une autre molécule (Fig. 1.8C).

La poche hydrophobe portée par EC'1 et dont on vient de parler est une suc-
cession de trois acides aminés (histidine, alanine, valine ou HAV), trés conservée
d’une cadhérine a l'autre, du moins a l'intérieur du groupe des cadhérines de
type I (les plus adhérentes, comme par exemple la F-cad, comparativement aux
cadhérines moins adhérentes, dites de type II, comme la cad-11; ces dernieres
portent un motif QAV, ou lhistidine est remplacée par une glutamine, voire
QAI, la valine étant remplacée par une isoleucine). D’autres successions d’acides
aminés (comme les sites de fixation du calcium) sont plus ou moins conservés. Le
role du domaine HAV lui aussi sujet a discussions : dimérisation cis, avec I'aide
du Trp2, comme on vient de le mentionner ; interaction trans par couplage avec
un Trp2 d’une cadhérine “d’une autre cellule” [Shapiro et al., 1995]. Certaines
études de mutagénese portant sur ce groupement HAV montrent qu’il n’est peut
étre pas impliqué dans les phénomenes d’adhérence [Boggon et al., 2002].

Il faut ici souligner que les trois études dont on vient de présenter les résultats
ont été conduites avec des fragments de longueurs différentes de cadhérines différentes.
Les interactions latérales entre cadhérines peuvent ressentir ’absence de certains
EC'. De plus, les conditions de cristallisation refletent parfois mal les conditions
i vivo : la géométrie des interactions observées est alors conditionnée par les
interactions entre molécules lors de la cristallisation.

1.3.2.c Ou se situent les sites adhésifs 7

Le domaine extracellulaire, véritable “clef” et “serrure” de l'interaction entre
cadhérines, formé de cinq domaines EC' de structure homologue, a été étudié
de maniere intensive, afin de déterminer les sites d’interactions, a la fois pour
la formation de doublets cis et pour les interactions adhérentes trans. Les deux
principales questions (qui restent encore relativement en suspens) sont “si la
formation de doublets de cadhérines est nécessaire a ’adhérence, comment (et
quand) ceux-ci se forment-ils a la surface de la cellule?” et “ou, le long des
ces cinq domaines homologues, se situe(nt) le(s) site(s) adhérents et comment
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Fi1c. 1.8 — Forme d’un doublet cis de cadhérines, le cercle en pointillés entourant
la zone d’interaction ; A : selon le modele de Shapiro [Shapiro et al., 1995] obtenu
par cristallographie du domaine £C'1 de la N —cad. Cette interaction est basée sur
la pénétration d’un Trp2 d’une cadhérine dans la poche hydrophobe de sa voisine ;
B : selon le modele de Nagar [Nagar et al., 1996], obtenu sur des fragments FC12
de la E-cad en présence de calcium. Dans ce modele, 'interaction a lieu au niveau
de la zone ou se place le calcium, conduisant a une géométrie croisée, et les Trp2
(ainsi que les poches hydrophobes), sont libres; C : selon le modele de Boggon
obtenu sur EC'15 de la C-cad [Boggon et al., 2002], les molécules sont courbées
de telle sorte que l'interaction se ferait entre EC'1 et une partie de EC2.

fonctionne(nt)-il(s) 7"
Depuis longtemps, des études de biologie cellulaire avaient montré que FC1
était le site permettant aux cadhérines de se reconnaitre [Takeichi, 1991]. Une

premiere hypothese de travail a été de considérer que l'interaction adhésive trans
était située sur £C'1.

Une premiere approche de I’étude de I’'organisation des complexes adhérents de
cadhérines a donc été de construire, a 1’aide des outils de biologie moléculaire, des
fragments solubles de ces protéines, c’est-a-dire un ou deux fragments EC', et de
les cristalliser, afin d’en avoir la structure, semblable a un domaine immunoglobu-
line. Deux études ont alors posé les bases d’un modele d’interactions appellé “zip-
per linéaire” (Fig. 1.9A). Tout d’abord sur EC'1 de la N-cad [Nagar et al., 1996],
puis sur un fragment £C'1— 2 de E-cad [Shapiro et al., 1995], les auteurs ont ob-
servé 'existence de doublets cis, et une “super-organisation” de ces doublets en
une espece de fermeture-éclair, les doublets cis de cadhérines “de la méme cellule”
s’'intercalant avec des doublets cis “de la cellule voisine”. Les interactions trans
vues alors semblent en faveur d’un site d’interaction porté par FC'1. Néammoins,
comme nous l’avons vu précédemment, les auteurs ne sont pas d’accord quant a
I'organisation interne des doublets.

Récemment, la structure de la partie extracellulaire complete de la C-cad
[Boggon et al., 2002] a permis de montrer que celle-ci n’avait pas la forme d’un
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Fic. 1.9 — Forme d'un agrégat trans
de cadhérines, le cercle en pointillés en-
tourant la zone hypothétique de I'inter-
action — deux modeles proposent une
interaction localisée a l'interface entre
les domaines FC1 de cadhérines, re-
groupées en doublets préliminairement,
appartenant a deux cellules différentes ;
A : selon le modele de Shapiro
[Shapiro et al., 1995], on a une forme
de “zipper” linéaire ; B : selon le modele
de Boggon [Boggon et al., 2002], la
géométrie de l'interaction est plus com-
plexe

batonnet rigide, mais que le domaine FC'1 est presque perpendiculaire au domaine
EC5 (Fig. 1.6A). L’organisation alors proposée pour les agrégats adhérents reste
dans la ligne d’un modele de zipper, mais de géométrie plus complexe, ou l'interac-
tion trans est alors médiée par I’échange du groupe Trp2 entre deux cadhérines de
deux cellules différentes (Fig. 1.9B). Dans ce modele, seul EC'1 apparait comme
une zone adhérente, aucun autre niveau d’intercalation des fragments EC' n’étant
présent. La longueur mesurée selon I'axe des protéines est toujours de l'ordre de
25 nm, comme dans le cas supposé de batonnets rigides n’interagissant que par
EC1 (Fig. 1.9).

Les interactions entre fragments solubles de protéines qui sont déduites des
informations données par la cristallographie sont a prendre avec précaution, car
elles peuvent tres bien ne pas ressembler totalement a ce qu’il se passe au niveau
de la surface des cellules : en effet, les organisations observées peuvent avoir été
induites par les contraintes de symétrie (et donc de géométrie) de I'empilement
des molécules.

Le caractere adhérent, mais faible et transitoire, des interactions entre frag-
ments tronqués FC1 — 2 ont été aussi mis en évidence par mesure de force a
’échelle de la molécule unique a I'Institut Curie, par AFM (~ 20 pN/molécule,
[du Roure, 2003]) et par chambre & flux (durée de vie d’une liaison cadhérine/cadhérine
~ 1 sec, [Perret et al., 2002a]). Ceci soutient I'idée que EC'1 porte un site d’adhésion.

En parallele de ceci, des expériences a 1’aide de I'appareil a force de surface
(ou SFA) menées par I’équipe de D. Leckband, ont mis en évidence plusieurs sites
d’adhésion le long de I'architecture de fragments extracellulaires entiers (FC'1—5)
de C-cad [Sivasankar et al., 1999, Sivasankar et al., 2001, Zhu et al., 2003]. Trois
“points de décrochement” entre protéines totalement imbriquées ont été vus (en
effet, le SFA permet d’imposer une distance minimale d’approche entre surface,
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et donc de se mettre a une distance telle que les protéines s’interdigitent, £ C'1
d’une cadhérine d'un c6té en contact avec FC5 d’'une cadhérine opposée). Ces
expériences ont été réalisées avec des “doublets forcés” de cadhérines, en couplant
ces protéines avec une tierce protéine, portant deux sites de fixation plus une
étiquette 6His. La fixation de ces doublets se fait alors par chélation a l'aide
de lipides NTA ou IDA (ce type de couplage sera présenté en détails plus loin).
Les positions des trois positions d’adhésion vues (et les configurations EC,,; vs.
EC,,» correspondantes) sont présentées sur la Fig. 1.10. Cela montre que d’autres
fragments en plus du fragment EC'1 sont capables de générer de I'adhésion, et
méme que les interactions générées par EC'1 sont les plus faibles. Comparant ces
interactions avec la structure des domaines extracellullaires [Boggon et al., 2002],
il semble que le domaine E'C3 soit impliqué dans les interactions les plus fortes. 11
se trouve que ce domaine est celui qui porte le plus de sites glycosylés (Figs. 1.10
et 1.6). Selon certains auteurs, les polysaccharides présents a ces sites peuvent
jouer un role prépondérant dans I'organisation de certains types de cadhérines aux
jonctions adhérentes. Ceci n’est pas encore tres bien compris a 'heure actuelle,
mais on peut néanmoins souligner une similarité avec les interactions adhésives
engendrées en présence de calcium par un sucre, le Lewis X [Pincet et al., 2001a].

Fic. 1.10 — Positions et inten-

sités des zones adhérentes entre

6 . doublets de cadhérines, en SFA
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12345 % 12345 nimum le plus extérieur (et le
%-&a@ﬁ' %W "% plus faible), entre les fragments

~ 20 kT/moléc ~ 10 kT/moléc ~ 1KkT/moléc les plU.S extracellul/alres (Cette n-
quand EC1-2 teraction semble dépendre un peu

du nombre de fragments EC, sur-

ement par un “effet d’espaceur”).

=

Force/Radius, F/R (mN/m)

Enfin, des études d’auto-association de fragments solubles de différentes tailles
de C-cad par centrifugation analytique et adhésion de cellules en chambre de
flux ont été menées [Chappuis-Flament et al., 2001], avec ou sans délétion de
certains domaines (notamment du domaine EC3). Il résulte de ces études que
les fragments composés au moins des trois fragments EC'1,2, 3 présentent une
association et un comportement adhérent important, tandis que les fragments
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EC1 — 2 s'autoassocient faiblement. Une délétion de EC3 dans des fragments
contenant £C1 — 2 — 4 — 5 n’ayant pas entrainé une variation importante du
caractere associatif de fragments longs, ce fragment n’a alors pas été reconnu
indispensable a ’adhésion.

En conclusion de tout ceci, on peut dire que beaucoup d’études tendent a mon-
trer que plusieurs sites adhérents existent le long de la partie extracellulaire des
cadhérines et que la dimérisation de ces protéines est nécessaire a I’adhésion, tout
autant que l’est le calcium. Néanmoins, comme on I’a vu, il est difficile de concilier
toutes les observations faites, car tres souvent elles 'ont été sur des cadhérines
différentes, sur des fragments différents et avec des conditions imposées par les
expériences tres différentes : on peut imposer une distance minimale d’interac-
tion avec le SFA alors qu’avec des cellules, on ne controle aucune distance et le
résultat obtenu est une moyenne de comportements individuels...

1.3.2.d Roéle de la partie intracellulaire

La grande différence entre les expériences menées avec des appareils de me-
sure de force ou des associations de fragments solubles et celles menées avec des
cellules est que dans le deuxieme cas, il y a présence non seulement de la partie
transmembranaire de la protéine, mais aussi et surtout de sa queue cytoplas-
mique qui la relie au cytosquelette (Figs. 1.6B et C). La difficulté de travailler
avec des protéines purifiées contenant des domaines tres hydrophobes explique
pourquoi la majorité des études au niveau moléculaire se font avec les fragments
extracellulaires qui eux sont solubles.

Il a été montré que 'ablation de cette partie cytoplasmique rend 1’adhérence
beaucoup plus faible, et qu’il en est de méme si I’'on supprime une des tierces
protéines qui relient les cadhérines aux filaments d’actine, comme la (-caténine
[Gumbiner, 1996]. La partie cytoplasmique de la cadhérine ainsi que les protéines
I’accompagnant seraient impliquées dans des voies de transduction internes a la
cellules, et joueraient le role d’un renforcement de l'interaction médiée par les
domaines extracellulaires [Gumbiner, 1996, Gumbiner, 2000], en plus d’un role
de recrutement actif des protéines.

En fait, la partie extracellulaire initierait I’adhésion, soit par réponse a un
signal extérieur ou un signal interne recu via les caténines, puis cette adhésion
serait renforcée par la construction d’assemblages protéiques au niveau intracel-
lulaire : ceci expliquerait pourquoi, alors que I'adhésion entre domaines extracel-
lulaires méme entiers est relativement faible, ’adhésion entre cellules est, elle,
tres résistante, efficace et versatile (répondant aux signaux locaux).
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1.4 Les fragments utilisés : £C'1 — 2 de E-cad

Les fragments que nous avons utilisés dans I'étude qui est présentée ici sont
des fragments solubles de E-cad, la cadhérine que 1'on retrouve au niveau des
jonctions adhérentes des épithéliums. Ils comportent les deux sous-unités EC'1 et
EC2.

Ces fragments sont produits par ingénieurie bio-moléculaire par I’équipe d’H.
Feracci, au sein de 'UMR 144 dirigé par J.-P. Thiery a I'Institut Curie. Ces
protéines recombinantes ont la particularité de porter un petit hexapeptide d’his-
tidine en lieu et place du site de liaison entre EC?2 et EC3, que 'on appelle une
“étiquette 6-His” (Fig. 1.11A).

. . Trp2 et HAV
site "calcium" / - o
/C()il'yc H
,ch N
AN IS
. ---C-_;-.--_"' - [T s ‘ . *'.aé%,o o
N - e A
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®

Fi1G. 1.11 — Fragments de FE-cad utilisés dans cette étude : A, représentation
(d’apres [Boggon et al., 2002]) des fragments composés des deux domaines ter-
minaux EC1 — 2, avec, indiqués, les tryptophane 2 (Trp2) et poche hydrophobe
(HAV) sur EC1, le site de fixation du calcium conservé entre EC1 et EC2 et
la localisation et orientation de I’étiquette histidine ; B, chélation par un groupe-
ment NTA(Ni) d’'une protéine 6-His et compétiteurs (d’apres Avanti Polar Lipids
Inc.)

Fixation par chélation

Cette étiquette 6His reconnait les ions divalents, qu’il a la capacité de chélater,
et en particulier le nickel. Il permet d’effectuer des séparations sur colonnes de
billes porteuses de sites de chélation au nickel, en particulier de dérivés du groupe-
ment acide nitrilotriacétique (ou NTA) qui peuvent chélater un ion nickel en lais-
sant libres deux sites qu'un donneur d’électrons peut occuper. Des compétiteurs
de cette fixation sont I'imidazole, qui est une petite molécule qui a une structure
proche du 6His, et qui peut déplacer I'équilibre de chélation vers le relargage, et
I'EDTA (acide éthylenediaminetétracétique) qui lui peut “voler” I'ion nickel, de
par sa ressemblance avec le NTA. Ceci est résumé sur la Fig. 1.11B. De plus la
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fixation est sensible au pH (les groupements de chélation sont des acides carboxy-
liques).

L’introduction de cette étiquette 6His sur une position donnée d'une protéine
est rendue possible de maniere relativement controlée par les développements de
la biologie moléculaire. Il suffit d’introduire un fragment d’ADN codant pour 6His
a I’endroit désiré sur le plasmide codant pour la protéine et ce avant d’introduire
le plasmide dans des bactéries ou cellules qui vont se charger de produire la
protéine.

Le type de fixation par chélation d’ion, depuis qu’il a été proposé par Hochuli
[Goldstein et al., 1990], a connu de nombreux développements, depuis I'utilisation
sur colonnes de filtration pour purifier des protéines recombinantes ou sur billes
pour les conserver (www.quiagen.com), en passant par la cristallisation a deux
dimensions de protéines 6His (il permet alors d’orienter la protéine suivant I’en-
droit ot elle se trouve le groupement) ou I’étude de monocouches de protéines a la
surface eau/air [Schmitt et al., 1994, Martel, 2002], I'utilisation pour décorer des
pointes d’AFM avec des cadhérines [du Roure, 2003] ou des surfaces de mica avec
des bicouches portant des cadhérines en SFA [Sivasankar et al., 1999, Sivasankar et al., 2001,
Zhu et al., 2003, Tareste, 2003b]. La chélation a été étudiée en termes de forces,
par AFM [Kienberger et al., 2000, Lévy, 2002] ou SFA [Tareste, 2003b].

Dans notre cas, nous avons choisi d’utiliser le fait que le 6His est situé au
bout du EC2 des fragments de la protéine, afin de (i) décorer des vésicules li-
pidiques géantes contenant des lipides chélatants commerciaux, appelés DOGS-
NTA(Ni) (Avanti Polar Lipids Inc., Alabaster) et (ii) de les orienter majoritaire-
ment perpendiculairement a la surface de ces vésicules, afin de présenter le plus
possible EC'1 vers l'extérieur et de permettre aussi que des cadhérines paralleles
construisent des interactions cis.

Protocole d’obtention des fragments solubles

Sur la Fig. 1.12 est présenté le protocole de construction des fragments de F-
cad que nous avons utilisé au cours de cette étude. Plus de détails peuvent étre
trouvés dans [Perret et al., 2002a]. Tant que les fragments ne portent pas de sites
de glycosylation, on peut utiliser comme “usines de production” des bactéries, le
rendement étant alors relativement bon et les bactéries sont peu fragiles. Des lors
que l'on cherche a obtenir des protéines avec des sites de glycosylation, on est
obligé de passer par la culture de cellules, seules capables de réaliser cette étape
difficile : elles sont beaucoup plus fragiles et le rendement est beaucoup moins
bon.

Résultats connus sur £C1 — 2

Plusieurs résultats sont déja connus concernant le comportement adhésif et
associatif de fragments du types FC1 — 2 de cadhérines, sur la E et la C-cad,

25



CHAPITRE 1. ADHESION CELLULAIRE ET CADHERINES
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Fic. 1.12 — Obtention des fragments de cadhérines — Collaboration avec 1’équipe
d’H. Feracci, UMR 144/Institut Curie

provenant de divers groupes.

Tout d’abord, des études de cristallographie indiquent que des doublets cis
peuvent se former, et des interactions trans ont aussi été vues [Shapiro et al., 1995].
Les mesures de force, en AFM ou en SFA, indiquent que les interactions entre
molécules séparées de cadhérines [du Roure, 2003] ou entre doublets [Zhu et al., 2003]
sont de tres faible intensité (force de 'ordre de 10 a 20 pN entre deux molécules,
énergies de 'ordre de kT entre doublets), et n’existent qu’en présence de cal-
cium (~ 1 mM). Ceci est confirmé par la faible association vue par centri-
fugation analytique et la faible résistance en chambre a flux avec des cellules
[Chappuis-Flament et al., 2001]. Des expériences en chambre a flux, avec des
billes, a I’échelle de la molécule unique nous disent que l'interaction est breve
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(~ 1 sec) , calcium-dépendante, mais aussi qu'une mutation du tryptophane 2 en
alanine (dite transformation W2A) diminue le caractere adhérent de ces protéines
[Perret et al., 2002a].

Dans le cadre des études réalisées a 'UMR 168 sur ces fragments de cadhérines,
deux approches ont été proposées : une étude sur molécules uniques (par AFM
[du Roure, 2003], BioForce Probe [Merkel et al., 1999, Pierrat, 2003] et billes en
chambre a flux [Perret et al., 2002a]) et une étude de comportements plus col-
lectifs in wvivo [Chu et al., 2003] ou avec des systemes modeles. Cette derniere
approche est celle qui a été suivie lors de cette these.

Nous avons voulu, en décorant des vésicules fluides avec ces fragments adhésifs,
adresser le probleme du comportement collectif de ces molécules qui peuvent
diffuser a la surface des vésicules pour interagir latéralement pour former des
doublets cis, ce qui doit en principe renforcer I'interaction générée par I’adhésion.

Notre systeme

Nous disposons d'une molécule-colle faible (que nous nommerons EC12), et
aussi d’'un mutant non-adhérent (que nous nommerons par la suite W2A), avec
une étiquette 6His a la méme position, cette colle étant calcium dépendante.
Nous utiliserons le 6-His pour fixer, via des lipides chélatant un ion nickel, les
protéines a la surface de nos vésicules géantes. Les études antérieures au labora-
toire Physico-Chimie Curie ont porté sur 'interaction entre deux fragments de
cadhérines. Notre but est ici d’étudier les effets coopératifs ou de nombreuses
protéines attachées a des membranes lipidiques viennent diffuser pour construire
des contacts adhésifs.
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Chapitre 2

Propriétés des vésicules géantes

Dans un premier temps, nous effectuerons un bref rappel sur la structure chi-
mique des lipides, et comment leur structure amphiphile leur permet de s’auto-
assembler en structures complexes (bicouches et vésicules). Nous décrirons en-
suite les propriétés statiques des membranes fluides a 1’échelle mésoscopique et
quelques unes de leurs propriétés dynamique (diffusion a I'intérieur des feuillets et
entre les feuillets, fluctuations thermiques,...). Nous essayerons toujours de mettre
en avant comment les idées théoriques évoquées servent de guide au regard de
Iexpérimentateur posé sur I'oculaire de son microscope. Nous présenterons enfin
les différentes forces et énergies en jeu dans les interactions adhésives entre bi-
couches, en partant des interactions “non spécifiques” (van der Waals, électrosta-
tiques, stériques,...) jusqu’aux interactions “spécifiques” (ou clef/serrure) caractéristiques
des processus d’adhésion cellulaire.

2.1 Auto-organisation et propriétés moléculaires

Les lipides sont des molécules qui illustrent bien l'intime connexion entre
structure chimique et propriétés physiques. Partant d’une description moléculaire
d’un lipide, nous allons montrer comment celle-ci conditionne leur comportement
collectif.

2.1.1 Structure des molécules amphiphiles

Suivant sa capacité a solvater des especes chargées (présence de liaisons H,...),
un solvant peut-étre classé comme polaire (les solvatant bien, comme ’eau) ou
apolaire (les solvatant mal, comme les alcanes). Un composé chimique donné peut
alors se solubiliser préférentiellement dans I'un ou 'autre type de solvant, et ce
suivant sa struture chimique.

Cependant, une catégorie de molécules possede ’étonnante capacité d’étre
soluble dans les deux types de solvants car leur structure est telle qu'une par-
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tie de la molécule va préférer les solvants polaires tandis que l'autre va plutot
rechercher les solvants apolaires’. On les nomme amphiphiles (littéralement, qui
aiment les deuz — pour une description trés complete, voir [Israelachvili, 1992]).
Ces molécules ont des propriétés dites “tensioactives” car elles se précipitent aux
interfaces eau/air ou eau/huile pour satisfaire leurs propriétés antagonistes. Ci-
tons les tensioactifs anioniques, cationiques ou non ioniques (copolimeres blocs)
et les lipides qui s’organisent en feuillet.

Les phospholipides sont des amphiphiles

Il existe trois types principaux de lipides dans les membranes cellulaires : les
glycérolipides, les glycolipides et les stérols. Pour une revue de la composition de
ces membranes et sur la description des différentes familles de lipides, le lecteur
pourra se reporter a [Lipowski and Sackmann, Alberts et al., 2002].

Les glycérolipides, qui sont les plus présents dans les membranes biologiques,
sont composés grosso modo de trois “segments” chimiques. Au centre de la struc-
ture se trouve un noyau glycérol dont deux fonctions alcool sont estérifiées par
deux acides gras constituant les chaines ou queues hydrophobes (pouvant étre
saturées ou non), la troisieme étant associée a un groupement polaire (la téte
hydrophile de la molécule) généralement via un acide phosphorique. Un tel lipide
est alors appelé un phospholipide. Le groupement polaire peut étre globalement
neutre (une choline), négativement chargé (une sérine, une éthanolamine) ou por-
ter un groupe fonctionnel (une biotine, un polymere hydrosoluble, une cage de
chélation) dans le cas des phospholipides synthétiques.

Fic. 2.1 — Un phospholipide, le
POPC ou 1-Palmitoyl-2-Oleoyl-
sn-Glycero-3-Phosphocholine ou

choline
phosphate
glycerol

1 } queues hydrophobes

1 1 o oleyl (C18:1) 16 :0-18 :1 PC. Sa structure,

TV - composée d’une téte hydrophile
%g/\,:ro*ﬁ;o%\)ivo“ et de deux queux hydrophobes,

) e : :o palmitoyl (C16:0)

résultant en une forme globale-
ment cylindrique, est présentée
ici, ainsi que sa représentation
schématique (qui sera utilisée par
la suite).

! ©Avanti Polar Lipids
I
I

téte hydrophile

représentation symbolique : O,\’}{\,’\/\/

Sur la Fig. 2.1 est représenté un phospholide (le 1-Palmitoyl-2-Oleoyl-sn-
Glycero-3-Phosphocholine) et (outre sa composition chimique) sont mis en lumiere

LCes molécules sont frustrées car une partie de la molécule va aimer I’eau (partie hydrophile)
et que 'autre va la fuir (partie hydrophobe), et donc se précipitent aux interfaces air/eau ou
huile/eau.
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sa “tete” hydrophile et ses “queues” hydrophobes. La nomenclature classique
est donnée dans la légende (nom chimique ainsi que la notation Cn :m, avec n
nombre de carbones et m position de I'insaturation sur les chaines, et PC pour
phosphatidyl-choline, nom de la téte polaire). Nous n’utiliserons quasiment ja-
mais le nom chimique de la molécule : la plupart des personnes travaillant avec
ces composés utilisent leur nom abrégé (POPC) ou les deux premieres lettres
donnent la longueur des chaines et leur saturation (palmitoyl = 16 :0, oleyl =
18 :1) et les deux dernieres le type de téte relié au noyau glycérol.

2.1.2 Auto-organisation des lipides

Tres clairement, a I’énoncé d’une telle structure chimique, on pressent que ces
molécules vont avoir tendance, si on les dissout dans de 1'eau, a s’agréger afin de
cacher leur partie hydrophobe en créant des zones d’ou ’eau sera exclue.

En fait, cette agrégation ne commence que lorsque suffisamment de molécules
sont présentes en solution, a partir d’une certaine concentration que 1’on appelle
la concentration micellaire critique (ou CMC). La CMC dépend bien sur de I'im-
portance relative des parties hydrophile et hydrophobe de la molécule (en anglais :
hydrophilic lipophilic balance ou HLB). Pour les phospholipides possédant deux
chaines grasses tels que ceux utilisés dans ce travail, cette concentration est ex-
cessivement faible (de I'ordre de 1071° M, [Israelachvili, 1992]). Les lipides sont
donc essentiellement insolubles dans ’eau.

Dans une solution aqueuse, les molécules de lipide vont s’agréger en structures
plus ou moins complexes dépendant de leur structure chimique, de leur concen-
tration, de la température,... Dans le cas des phospholipides, la structure préférée
est la bicouche (voir Fig.2.2A) car la forme globale des molécules est cylindrique
(les queues et la téte polaire occupent une aire moyenne de GOAQ). L’épaisseur
d’une bicouche est de 'ordre de 5 a 6 nm.

groupement
polaire

Fic. 2.2 — Les molécules
de phospholipides s’auto-
organisent afin de cacher
leur partie apolaire a 1’eau :

'_-i_._'._.____ i .:-.-....' "L{:-“_' % !
T @ ‘groupement A : bicouche plane; B : bi-

apolaire , ;.
couche fermée ou vésicule.

La structure de la bicouche varie en fonction de la température : c’est ’ana-
logue de ce qui se passe avec les cristaux liquides lyotropes et leurs transitions
de phase. En dessous d’une température dite de fusion des chaines (7},,), 'ordre
orientationnel des molécules est tres important, et on a affaire a une phase dite
“gel”. Au dessus de cette température critique, les molécules sont désorganisées
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dans la bicouche, et I'on parle de phase fluide (la bicouche est un fluide 2D). Au
voisinage de T),, on peut voir d’autres phases dites “ridées” (voir par exemple
[Lipowski and Sackmann]). T,, varie beaucoup en fonction du type de chaines
hydrocarbonées : des que 'on introduit une source de désordre de ’agencement
moléculaire (par exemple une liaison double qui plie la chaine, un groupement
latéral,... tout ce qui diminue les possibilités de structuration des interactions hy-
drophobes entre chaines) diminue cette température. Le type de téte polaire joue
un role moins marqué sur 7,,. Pour la plupart des lipides que nous avons utilisés
(et qui généralement portent deux chaines non saturées), la température de fu-
sion des chaines est inférieure a 0°C, et les bicouches sont fluides a température
ambiante (& laquelle nos expériences sont menées).

Entre la phase gel et la phase fluide, les propriétés mécaniques sont différentes.
Nous reviendrons sur ce point plus tard. Au niveau moléculaire, la différence la
plus marquée est la forte augmentation du coefficient de diffusion d’un lipide au
sein de la bicouche quand on dépasse T), : dans la phase gel, il est de 'ordre de
1073 & 107° pum?/s, et il devient de ordre de 1 & 10 um?/s dans la phase fluide.
Il y a “gel” des mouvements moléculaires en-deca de T,.

Les bords de la bicouche sont instables (ils exposent le cceur hydrophobe du
feuillet) et ont tendance & se refermer pour former un petit “sac” qui sépare un
milieu intérieur (ou lumen) du milieu extérieur : c’est une vésicule (représentée
en coupe sur la Fig. 2.2B). Comme nous I'avons déja mentionné, plusieurs ordres
de grandeur de taille sont possibles pour ces objets, allant de 50 nm a 100 pym de
diametre.

Ces objets auto-assemblés sont constitués d’'un grand nombre de lipides : par
exemple, pour une vésicule géante de 20 pm de diametre, il y en a typiquement 2 x
10°. On peut donc décrire la bicouche d’une telle vésicule de facon mésoscopique,
c’est-a~dire de maniere continue. Sa taille (quelques dizaines de pm ) est tres
supérieure a l’épaisseur de la bicouche et a la taille des molécules. Ceci nous
permet alors de la considérer comme un objet bidimensionnel, et d’utiliser les
résultats de la physique des films minces.

2.2 Description mésoscopique d’une bicouche

Dans cette partie, nous allons tres brievement introduire une description conti-
nue de la bicouche constitutive des vésicules géantes, en particulier les parametres
permettant de décrire ses propriétés mécaniques, ainsi que d’établir les formes
d’équilibres d'un tel systeme. Une description plus complete peut étre trouvée
dans [Lipowski and Sackmann)].
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Modes de déformation

Une bicouche lipidique est un objet élastique bidimensionnel. Elle peut étre
déformée de trois manieres différentes : on peut I’étirer ou la compresser (en chan-
geant son épaisseur), on peut la courber (en comprimant le feuillet “intérieur” et
en étirant le feuillet “extérieur”) ou bien la cisailler dans son plan. En fait, quelle
que soit la contrainte a laquelle on soumet une telle “feuille”, elle peut étre décrite
comme une combinaison de ces trois déformations élémentaires. Comme nous ne
nous intéressons qu’aux bicouches fluides, on peut déja négliger les contributions
a I’énergie du systeme venant du cisaillement : les molécules pouvant se mouvoir
dans le plan sans résistance, cela ne cotite pas d’énergie a la bicouche. Les deux
autres types de contraintes, illustrées sur la Fig. 2.3, contribuent a ’énergie de la
bicouche en fonction de son changement relatif de surface.

bicouche fluide

Fic. 2.3 — Modes de
déformation d’une bi-
couche fluide : extension

extension

compression (ou compression) isotrope,

associée au module Y et
donc a la tension o de la
vésicule ; courbure, associée
au module k.

Energie libre d’une membrane fluide

Les composantes & 1'énergie F (par unité de surface, pour une bicouche
fluide supposée sans tension) correspondantes peuvent étre exprimées, dans une
b
premiere approche simplifiée, comme :

1 [(AAN?
F, extension — & —
2 A

1
Fcourbure = 5 (/{(C - CO)2 + 2'%6’0102)
AA A- Ay

est la variation d’aire relative de la membrane lors de sa

ou
déformation a partir d’une aire initiale Ag. x est le module de compressibilité
de la bicouche (en fait cette partie de 1’énergie n’est qu’'une ré-écriture de la
loi de Hooke), k et kg sont les modules de courbure et de courbure gaussienne
respectivement. On définit localement deux rayons de courbure R; et Ry (et
donc les courbures ¢; et ¢y correspondantes sont leurs inverses) : ¢ = ¢; + ¢y est la
courbure principale et cico la courbure gaussienne. ¢ est la courbure spontanée
liée a la géométrie des molécules.

33
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Une vésicule géante, sous 1'objectif du microscope, se présente généralement
comme une sphere. Lorsque I'on regarde un échantillon, on voit que, méme si cette
forme est majoritaire, il existe toute une zoologie de formes plus ou moins rares :
on peut les décrire en minimisant F. Si I'on se cantonne a des vésicules quasi-
sphériques, un théoreme de topologie (connu sous le nom de “de Gauss-Bonnet”)
permet d’éliminer, lors de I'intégration sur toute la surface de la vésicule, le terme
de courbure gaussien.

On peut définir une tension de membrane o comme étant 0F /OA. Les lipides
sont insolubles (leur CMC est tres faible) : ils minimisent leur surface par téte
polaire (0F/0A = 0), a I’équilibre, o est donc nulle.

Fluctuations de la membrane

De part leur faible module élastique de courbure &, les vésicules géantes sont
a priori des objets tres mous, et donc excessivement déformables. Ceci dépend
néanmoins du rapport entre leur aire et leur volume. Une vésicule géante présente
des fluctuations a toutes les échelles de taille (Fig. 2.4), certaines pouvant étre
observées en microscopie optique (Fig. 2.5A).

aire réelle

aire projetée M

fluctuations a toutes les échelles

Fic. 2.4 — Différence entre I'aire réelle de la membrane, qui prend en compte ses
fluctations a toutes les échelles, et 'aire projetée, accessible a 1'observateur.

La bicouche se conduit comme une membrane semi-perméable, laissant passer
les petites molécules comme 1’eau mais pas les gros solutés comme les sucres ou
les solutés chargés comme les ions. Suivant les pressions osmotiques de part et
d’autre de la membrane, I’état de gonflement de la vésicule (et donc son état de
tension) varie.

Lorsqu’une vésicule géante est a 1’équilibre osmotique (les lipides étant in-
solubles, ils tendent a minimiser leur aire par téte polaire) ou bien lorsqu’elle
a été dégonflée (on I'a par exemple plongée dans un milieu hyper-osmotique),
elle est alors parcourue par d’intenses fluctuations (voir Fig. 2.5A) dont 'origine
thermique a été démontrée sur le globule rouge [Brochard and Lennon, 1975] : le
choc incessant des molécules d’eau de chaque coté de la paroi crée ce mouvement
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Fi1G. 2.5 — Fluctuations et état de tension de vésicules géantes
“sous l'objectif du microscope de fluorescence” — A : vésicule
molle : projection de différents plans de la méme vésicule,
montrant de larges fluctuations thermiques qui la froissent
sur plusieurs échelles (image tirée de [Sandre, 2000]). On dit
généralement que sa tension est (quasi)nulle. Les fluctuations
de la membrane sont a I’origine de I'introduction de la force de
répulsion entropique dite “d’Helfrich” ; B : vésicule tendue :
forme tres sphérique — Les barres représentent environ 10 pum

de battements. Ces fluctuations sont a l'origine de la répulsion de Helfrich, dont
nous verrons une description dans les paragraphes suivants.

Lorsque le milieu interne est hyper-osmolaire par rapport au milieu extérieur
(c’est-a-dire plus concentré en solutés non perméants que le milieu extérieur), de
I’eau rentre dans la vésicule afin d’équilibrer les pressions osmotiques de part et
d’autre de la membrane : la vésicule “gonfle” et sa forme est tres sphérique (voir
Fig. 2.5B). De méme, une vésicule qui a subi un fort stress mécanique est tendue
(elle peut avoir perdu une partie de ses lipides sous forme de petites vésicules).
Ces vésicules sont tres fragiles, explosant a la moindre mise sous contrainte.

Tension de la membrane [Helfrich and Servuss, 1984]

Les fluctuations de la membrane (considérée comme un carré d’aire A) peuvent
étre décrites par ses déplacements verticaux u(r) = z(z,y) autour d'un plan
(x,y) moyen. On ne considere que les contributions venant de la composante de
courbure a ’énergie libre de la membrane.

Si 'on suppose que les fluctuations ne sont pas de grande amplitude, alors on
peut écrire que la pente de leur profil varie peu (soit | 57 u| < 1). On peut alors
décomposer les ondulations en modes suivant

u(r) = Z ugexp(iq- )

avec des conditions périodiques au bord de la membrane.
On obtient ainsi I’énergie élastique associée aux modes ¢ et —¢

Akq*|ug®

On est amené a différencier une aire réelle de la membrane (que I'on suppose

constante car le nombre de lipides ne varie pas), qui tient compte des fluctuations,
et une aire projetée (notée A,). La différence entre ces deux aires, notée (AA)z,
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est exprimable, pour les modes +¢ comme
(AA)g = Ag®|ugl?

ce qui, en présence d’une tension de membrane o, faible mais non nulle, conduit
a un cout énergétique
o(AA)q

A partir du théoreme d’équipartition, on extrait I'amplitude moyenne des
modes de fluctuations (chaque paire de modes +¢ cottant kT en énergie de
déformation de la membrane). On arrive a

kT

2
< |ug)® >= ——F——
vl >= A+ o)

On remplace la sommation discrete par une intégrale, pour calculer la différence
d’aire totale, AA. On peut alors exprimer la variation d’aire relative de la mem-
brane, AA/A, lorsqu’elle est mise sous la tension o :

AA  |Vu]* kT ( a? ) o
o = In o

+ —_
2K X

A 2 1K

oil a est la distance entre deux molécules de lipide dans la bicouche (~ 5 A).
Deux régimes sont alors prédits et observés par les techniques de micropipettes
[Evans, 1991] : aux faibles tensions, on observe une variation exponentielle de la
tension mesurée en fonction de la variation d’aire, dit régime de dépliement des
fluctations, alors qu’aux fortes tensions on sonde un régime linéaire, dit régime
élastique. On peut ainsi décrire I’élasticité sur quatre ordres de grandeur de ten-
sion, de 10777% 4 107%72 N/m.

Néanmoins on note que l'observation des deux aires, projetée et réelle (et
donc quelque part leur définition) dépend de 1’échelle a laquelle on regarde la
membrane : récemment une unification des deux régimes en un seul régime de
dépliement des fluctuations, fonction de I'échelle des fluctuations dépliées, a été
proposé pour décrire les expériences de micropipettes [Fournier et al., 2001].

La tension d’une membrane dans le cas de la vésicule géante est donc un
parametre délicat a définir théoriquement et & mesurer expérimentalement.

Modules élastiques et tension de lyse

Les valeurs typiques des modules de courbure et d’extension pour une bicouche
lipidique fluide sont k ~ 10 — 20 kT (soit ~ 1072 J & la température ambiante)
et x ~ 100 — 700 mJ/m?. Le module élastique d’une bicouche en phase gel est
plus grand que la valeur présentée pour la bicouche fluide : une vésicule en phase
gel est donc mécaniquement plus résistante quune vésicule fluide.

Pour ce qui est de la tension, comme nous le verrons par la suite, généralement,
sa valeur est plus délicate a estimer...
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Des mesures d’aspiration de vésicules géantes ont permi de remonter a la
tension a laquelle une membrane fluide se rompt [Rawicz and Evans, 1990]. Cette
tension de rupture og est ~ 3 mN/m, ce qui permet, connaissant x, d’estimer la
dilatation maximale d’aire que peut supporter une membrane avant de se rompre,
soit aux alentours de 5% de son aire initiale. La membrane est donc un fluide
bidimensionnel presque incompressible et dont la cohésion est tres forte.

Formes de vésicules a 1’équilibre

Afin de déterminer les formes que les vésicules peuvent prendre a 1’équilibre,
on minimise ’énergie de courbure qui leur est associée. On prend, comme hy-
potheses, une vésicule dont la bicouche est symétrique en nombre de lipides, dont
les deux feuillets se déforme de la méme maniere et qui est de forme globalement
sphérique. Son aire A et son volume V' sont supposés constants (voir les revues
par U. Seifert et al. dans [Luisi and Walde, 2000, Lipowski and Sackmann]). Un
parametre unique est alors suffisant pour décrire les différentes formes : le volume
réduit de la vésicule, v = 3V/(4m x (A/47)?/?). 1l caractérise I'état de gonflement
de la vésicule : plus sa valeur est grande, plus la vésicule est gonflée. Elle peut
alors prendre des formes allongées dont certaines ressemblent aux globules rouges
(Fig. 2.6A).

Ce modele ne permet pas de décrire les formes dont la courbure varie fortement
et qui sont observées dans certains échantillons, comme par exemple 1’“étoile
de mer” [Wintz et al., 1996]. Il faut alors ajouter au modele précédent le fait
que les deux feuillets de la bicouche ne contiennent pas exactement le méme
nombre de lipides (le feuillet “extérieur” en contient plus) et qu’ils ne sont pas
exactement dans le méme état de déformation quand on courbe la membrane (le
feuillet “extérieur” est étiré alors que le feuillet “intérieur” est comprimé, voir Fig.
2.3). On obtient alors un modele dit ADE (pour Area Difference Elasticity) dans
lequel les différentes contributions a I’énergie deviennent un peu plus complexes a
écrire (voir [Mui et al., 1995]). Les formes accessibles se décrivent alors avec deux
parametres, le volume réduit de la vésicule v et la différence d’aire effective entre
les deux feuillets Aay (voir Fig. 2.6B). Ainsi on accede a 'ensemble des formes
observées.

Pour nous, désormais, une vésicule sera toujours un objet presque sphérique,
que 'on qualifiera de “mou” ou de “tendu” suivant son état de tension, lequel est
directement observable au microscope.

2.3 Interactions entre bicouches
Les vésicules géantes sont des objets mous, qui sont souvent considérés comme

des modeles simplifiés des cellules, et ce malgre I'absence de deux “entités”
extrémement importantes : (i) le cytosquelette sous-tendant la membrane cel-
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o d,scocyte D Fi1G. 2.6 — Diagrammes de phase

------- des formes accessibles a une
@ O@@ CXDC:Q @O vésicule — A : si 'on considere

"""""" que les deux feuillets ont le
méme nombre de lipides, le dia-
gramme est a une dimension,
en fonction du volume réduit
v (d’apres [Seifert et al., 1991]) :
certaines formes, appelées disco-
cytes, ne sont pas sans rappe-
ler la forme d’un globule rouge;
B : si 'on prend en compte I'as-
symétrie a la fois de composi-
tion et de déformation des deux
feuillets, les formes (rares, mais
observables) de poire (pear) et
d’étoile de mer (starfish) peuvent
étre décrites et le diagramme de-
vient bidimensionnel, fonction a
la fois du volume réduit v et
de la différence d’aire entre les
deux feuillets de la bicouche Aayg
(d’apres [Mui et al., 1995]).

005 03 0591 0.592 0.651

0.652 0.8

etonle

lulaire et (ii) 'ensemble des cascades internes de signalisation et de rétroaction
qui régulent I'aspect “actif” des comportements cellulaires, en réponse aux stimuli
extérieurs.

Récemment, des efforts significatifs ont été portés sur 'introduction d’éléments
biologiques dans ces systemes modeles afin d’essayer de se rapprocher un peu plus
des comportements du vivant. Par exemple, on peut citer les travaux du groupe
de P. Bassereau (UMR 168 Institut Curie) sur l'inclusion de protéines actives
(pompes ioniques) dans des vésicules géantes. Le groupe de E. Sackmann (E22,
Univ. de Munich) a travaillé sur la décoration de tels objets, a I’aide de groupes
d’acides aminés ou de protéines d’adhésion, afin d’étudier la statique et la dyna-
mique des phénomenes d’adhésion engendrés.

Dans cette partie, nous allons décrire rapidement les différentes interactions
pouvant exister lorsque deux bicouches (ou une bicouche et une surface autre)
sont en regard, par exemple lorsque 1'on cherche a utiliser ces bicouches comme
systemes modeles pour 'adhésion cellulaire. On peut les classer en deux sous-
groupes, qui sont décrits ci-apres.

Dans un premier temps, nous présenterons les interactions que l'on appelle
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génériques ou non spécifiques qui regroupent les interactions attractives et répulsives
classiques du monde des colloides : les interactions de van der Waals, électrostatiques,
de déplétion (attractives), d’hydratation, et de gene stérique (répulsives). Nous in-
troduirons un autre type d’interactions répulsives particulier aux vésicules géantes,
les interactions de Helfrich, dues aux fluctuations de la membrane.

Dans un second temps, nous introduirons un nouveau type d’interaction ve-
nant de la possibilité de décorer la surface des vésicules avec des protéines (ou
des fragments de protéines) d’adhésion biologique ou, plus généralement, avec des
molécules “complémentaires”. Ces interactions attractives sont dites clef-serrure
ou spécifiques et sont la principale différence entre I'agrégation colloidale (due aux
interactions génériques) et I'adhésion cellulaire. Développées par les cellules, elles
entrainent que 'adhésion cellulaire résulte d'un équilibre délicat, mettant en jeu
des interactions a reconnaissance élevée entre une clef et une serrure moléculaires,
et les interactions génériques (en particulier la répulsion stérique).

Nous essayerons ici de mettre en avant la portée moyenne de ces interactions
et préciserons ce qu’il en est pour les systemes qui nous intéressent ici. La plupart
des informations ici résumées sont extraites de [Israelachvili, 1992].

2.3.1 Interactions non spécifiques

Deux types d’interactions, attractives ou répulsives peuvent avoir lieu entre
objets (ici, des bicouches) immergées dans une solution aqueuse.

2.3.1.a Attractions non spécifiques

Elles vont avoir tendance a approcher les deux bicouches et/ou a les maintenir
fixées I'une a 'autre.

Ces forces sont induites par la présence de dipoles cherchant a s’aligner pour
minimiser leur énergie électrostatique, par la présence de charges complémentaires
cherchant a se compenser ou par I’exclusion de petites molécules de I’espace inter-
objet. On les a classées, autant que faire se peut, par portée croissante.

van der Waals Cette force apparait quel que soit ’état de charge des deux bi-
couches. D’origine moléculaire et dipolaire, elle est toujours attractive entre objets
de méme nature chimique. Au vu de leur épaisseur, comparée a leur extension, les
bicouches seront considérées comme des surfaces planes et non des matériaux mas-
sifs (la courbure de la membrane d’une vésicule est négligeable quand on regarde
la zone d’interaction avec une autre membrane de tres pres). L’énergie (par unité
de surface) d’interaction dipolaire entre deux bicouches libres est décrite par un
potentiel qui dépend du rapport entre la distance les séparant, d, et leur épaisseur,
e. Pour des distances d grandes devant e, il s’écrit Viqw(d) ~ —Ae?/d*. A est la
constante de Hamaker de la bicouche, reliée aux polarisabilités des différents
partenaires (eau, lipides). Sa valeur est de 5,6x107%' J pour le lipide DOPC
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[Moreaux et al., 1982]. Lorsque 'on trace ce potentiel, on s’apercoit que sa portée
est de I'ordre de 3 nm : au-dela de cette distance, son influence est faible.

Electrostatique Nous ne décrirons pas ici 'attraction entre surfaces chargées
de signe opposé, car les systemes que nous avons utilisés et qui seront décrits
par la suite ne présentent pas de dissymétrie de charge : les surfaces mises en
interactions seront tres souvent exactement de méme nature ou du moins auront
des charges de méme signe.
Cependant, il faut souligner ici un effet tres proche d’une attraction électrostatique,

dl aux ions divalents, en particulier le calcium (comme nous le verrons lors des
expériences avec les fragments de cadhérine, nous serons forcés d’introduire dans
le systeme du calcium afin d” “activer” ces protéines). Ce dernier joue un role de
premiere importance dans la nature : il controle, par exemple, la conformation de
certaines protéines (dont les cadhérines) et régule leur fonction. De plus; il peut
interagir avec des bicouches d'une manieére encore assez mal comprise : il peut
s’adsorber sur les tétes des lipides et provoquer de 1’adhésion (par pontage?),
parfois de I’(hémi)fusion ou des séparations de phases dans des mélanges de li-
pides. Ces effets ressemblent a une interaction électrostatique relativement forte
entre lipides portant des charges de signe opposé [Sandre, 2000].

Déplétion Les vésicules géantes, peuvent se mettre a coller si elles sont plongées
dans une solution contenant des macromolécules de poids moléculaire suffisam-
ment grand (PEG, dextran,...) et ayant des interactions répulsives avec la mem-
brane. Les chaines de polymeres sont exclues des zones entre vésicules, et la
pression osmotique tend a coller les vésicules. Cette interaction de déplétion est
fonction du type de macromolécule, de sa taille et de sa concentration. Elle est
généralement réversible, mais des complications peuvent apparaitre dans le cas
des bicouches (hémifusion [Evans and Needham, 1988]).

2.3.1.b Forces répulsives

Les interactions, répulsives, vont avoir tendance a maintenir éloignées deux
bicouches.

Quatre types d’interactions répulsives vont étre décrites ici : (i) des interac-
tions dites “a courte portée”, (ii) des interactions électrostatiques, dues au fait
que les compositions des bicouches en regard sont identiques et donc portent la
méme charge de surface, (iii) des interactions stériques lorsque les bicouches sont
porteuses d'une chevelure polymérique et (iv) des interactions aussi stériques mais
plus caractéristiques des bicouches, dues au fait que les bicouches ne sont pas des
assemblages statiques de molécules (leur épaisseur peut fluctuer, ainsi que leur
position dans I’espace, comme nous l’avons vu). De méme que précédemment, on
les a classées par portée croissante.
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Interactions “de coeur dur” Lorsque la distance entre membranes tend vers
zéro, il y a une répulsion stérique tres forte. Elle est due a la répulsion des nuages
électroniques des molécules a la surface.

Interactions “a courte portée” Cette répulsion peut avoir une intensité
supérieure aux forces de la théorie DLVO (van der Waals 4 répulsion électrostatique),
mais sa portée est excessivement faible. Elle est empiriquement décrite par un
potentiel exponentiel avec une longueur de coupure de 'ordre du nm.

De plus, l'organisation des molécules d’eau au voisinage des tétes polaires
des lipides (structuration en cages de solvatation par des liaisons H) entraine un
colit énergétique important si I’'on veut rapprocher les tétes de lipides au contact,
c’est-a-dire en les déshydratant.

Néammoins cette origine que l'on peut qualifier “d’hydratation” est contro-
versée, et on donne parfois a ces interactions a courte portée une origine dite
“de fluctuation” des lipides : cette interaction serait alors d’origine stérique.
L’épaisseur des bicouches peut osciller a cause de la saillie de lipides sous agi-
tation thermique (mouvements hors du plan de la membrane). Ces modes dits
“péristaltiques” conduisent a une répulsion de tres courte portée, qui correspond
a I’amplitude de sortie d'une téte de lipide hors de I'environnement “amical” des
autres tétes hydrophiles, soit moins d’un nm.

Electrostatique Cette répulsion est aussi dite “de double couche”. Au voisi-
nage d’une surface chargée, les ions d’une solution électrolytique ne se comportent
pas de la méme maniere suivant leur charge. Ils se structurent “en couches” afin
de respecter une neutralité globale du systeme, dont 1'organisation est de plus
en plus lache a mesure que 1'on s’éloigne de la surface chargée. Il faut donc com-
prendre ces interactions comme étant de type osmotique entre les atmospheres io-
niques entourant deux surfaces au voisinage 'une de 'autre. A partir des théories
électrochimiques de Gouy-Chapmann et des équations de 1’électrostatique, on
peut calculer la distribution des ions dans ces couches et remonter au potentiel
effectif ressenti ¢ du fait de la présence de la surface chargée (de potentiel 1)),
dont la charge est partiellement contrecarrée par la présence d’ions, a une dis-
tance x donnée de la surface. Pour de faibles potentiels de surface (c’est-a-dire
des densités de charges de surface pas trop élevées), on aboutit a I'approximation
de Debye-Hiickel : ¢ (z) = 1 exp(—krz).

Cette variation exponentielle de I'influence des charges de surface s’effectue
avec une portée caractéristique ! appelée longueur de Debye, qui dépend de la
force ionique solution, I (k? = I/(ge,kT), avec I = ¥;z7€%c;). Plus il y a d’ions,
et plus leur valence est élevée, plus cette portée diminue : dans le cas de 1'eau
pure, on a une concentration résiduelle en ions (monovalents) de I'ordre de 10~°
M, donc un x~! de l'ordre de 100 nm ; dans une solution de type physiologique
(PBS, 150 mM NaCl), k! est inférieur & 1 nm. Entre deux surfaces distantes de
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d, le potentiel d’interaction est de la forme V) = 202 exp(—rd)/(kgoe,), ol o est
la densité surfacique de charges.

Dans les solutions sucre/ Tris (¢ = 5 mM pH=8) que nous avons utilisées
avec les cadhérines, la longueur de Debye peut étre évaluée en reprenant les
approximations développées dans [Tareste, 2003b] : le Tris se comporte comme un
électrolyte monovalent de concentration ¢/2. En reprenant les formules classiques
pour ces électrolytes, on obtient x~! ~ 6 nm. Dans notre cas, il faudrait en toute
rigueur prendre aussi en compte la présence d’un sel divalent dans les expériences
d’adhésion entre cadhérines, le CaCl, : son effet est de diminuer la longueur de
Debye. 1l est présent a des concentrations de 'ordre du mM, donc voisines de
celles du Tris. De plus, comme nous le verrons par la suite, le calcium se fixe dans
la protéine : l'effet résultant sur les interactions électrostatiques n’est donc pas
vraiment aisé a décrire. On se cantonnera donc a dire que dans nos expériences
k! < 6 nm.

Une membrane est rarement neutre : de par l'ionisation des tétes des lipides
ou la présence d’impuretés, elle possede une charge de surface, méme si elle
est composée de lipides globalement neutres, comme le DOPC (zwiterrionique)
[Pincet et al., 1999]. A ce stade, on estime souvent que pour ce lipide, qui est
notre lipide diluant, on a présence d'une charge négative au plus pour quelques
milliers de lipides.

Dans nos expériences d’adhésion, la charge de la membrane sera majoritaire-
ment due aux lipides chélatants 2 , ou aux lipides biotinylés 3. Pour ce qui est des
lipides chélatants, deux facteurs supplémentaires compliquent la détermination
de la charge de surface des membranes : d’apres [Tareste, 2003b], on sait que tous
les lipides chélatants ne possedent pas d’ion nickel ; de plus, a cause des différents
équilibres de chélation mis en jeu, on ne sait pas combien de protéines sont fixées
par rapport au nombre de sites disponibles. Enfin, on peut avoir présence d’ions
nickel résiduels en solution : le “chargement des lipides” s’effectue en présence
d’un grand exces d’ions. La quantification de ces interactions de systemes “sand-
witchs” en détail est tres complexe et ne se sera pas effectuée ici.

Répulsion stérique Cette technique de protection consiste a décorer les sur-
faces avec des chaines de polymeres. Elle est inspirée de la présence du glycocalyx
a la surface des cellules, véritable forét de sucres et autres molécules glycosylées,
qui crée une barriere stérique aux intéractions non spécifiques. Elle a été tres
largement utilisée en science des colloides, pour stabiliser des suspensions, ou en
pharmacologie, pour éviter que les macrophages du corps humain ne “dévorent”
des petites vésicules vecteurs de drogue (stealth vesicles).

2 Avec le nickel, ils portent une charge moins contrebalancée par un ion sodium ou neutralisée
par I'étiquette histidine des protéines; sans le nickel, et suivant le pH, il peut porter jusqu’a
trois charges moins, dues a ses trois groupes acides carboxyliques

3Au dessus de son point isoélectrique (p/=3) la biotine est négative
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Dans le cas des vésicules (ou des émulsions) on dispose d’'une panoplie de
lipides dont la téte porte une chaine plus ou moins longue de Poly(Ethyléne
Glycol) (ou PEG) qui est un polymere hydrophile. Suivant la longueur de la
chaine et la concentration des lipides greftés dans les bicouches, la conformation
(champignon, brosse, voir Fig. 2.7) varie, entrainant une efficacité plus ou moins
importante de la répulsion stérique (ces molécules sont chimiquement inactives)
[Kenworthy et al., 1995]. Par exemple, pour le PEG que nous avons utilisé (formé
de 45 monomeres, soit une masse moléculaire de 2000 g/mol), a une concentration
de 5% mol/mol, les chaines forment un tapis de “champignons” de rayons de
giration voisin de 3,5 nm a touche-touche. Cette situation est tres efficace pour
protéger les surfaces.
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champignons Fi1G. 2.7 - Régimes obtenus lors du greffage sur une
surface d'un polymere de rayon de giration R, :
les régimes importants pour créer une répulsion
stérique efficace sont le régime “de contact” ou les
globules de polymere sont a touche-touche, et le
régime tres concentré appellé “brosse”. Dans ces
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deux régimes, les interactions non spécifiques entre
les objets ainsi décorés sont éliminées. Les limites
entre les régimes dépendent bien sir de la taille du
polymere et de sa chimie.
brosse 4

De méme, une protéine greffée sur une bicouche peut aussi créer une répulsion
stérique, si elle ne génere pas de comportement adhésif. Cela sera présenté de
maniere expérimentale plus avant dans ce manuscrit.

Fluctuations dites de “Helfrich” [Helfrich and Servuss, 1984] Les vési-
cules géantes libres peuvent avoir une membrane tres fluctuante, avec des ampli-
tudes de mouvement autour de sa position moyenne de l'ordre du pm (voir Fig.
2.5Db).

Des lors qu'une vésicule se rapproche d’une surface (une autre vésicule, une
paroi de cellule d’observation), ces fluctuations voient leur amplitude diminuer
de par lexistence d’'un “mur” : I'entropie de configuration de la membrane est
alors diminuée, ce qui crée une répulsion d’origine entropique. Cette répulsion a
été introduite par Helfrich en 1978, et 1'on se réfere souvent a elles comme aux
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“interactions de Helfrich”. Le potentiel résultant, lorsqu’une bicouche fluctuante
approche une autre surface & une distance d, est de la forme Vi oc (kT')?/kd?. La
portée de ces interactions est de l'ordre de grandeur de 'amplitude des fluctua-
tions, soit ~ 0,1-1 pum.

Bien entendu, la mise sous tension o (voir Fig. 2.5B) diminue 1’amplitude des
fluctuations et, ce faisant, diminue la portée de ces interactions. Un raffinement
de la théorie de Helfrich permet de prendre en compte ceci, et donne une variation
du potentiel Vi o< d x exp(—2cy/0/kT x d) avec ¢ un facteur numérique. Ceci
définit alors une portée caractéristique augmentant avec T et diminuant avec o,
kT /o qui est alors inférieure au micron pour des tensions typiques de vésicules
(1076 — 107® N/m).

Ces fluctuations, dans le cadre des expériences d’adhésion, sont ambivalentes :
elles évitent, lorsqu’elles sont trop importantes, ’adhésion entre une vésicule et
une surface, mais elles lui permettent aussi de sonder I'espace, afin de faire se
rencontrer, par exemple, un ligand et un récepteur.

2.3.2 Attractions spécifiques “clef-serrure”

Ces interactions, a la différence des attractions dites non spécifiques que 1'on
vient de décrire, ne reléevent pas d’une vision (presque) continue de la chimie de
surface des bicouches en regard : maintenant, nous allons parler de sites d’inter-
actions pouvant décorer la surface d'une vésicule ou une bicouche supportée.

2.3.2.a Description globale

Ce type d’interaction est celui qu’ont développé les cellules vivantes afin de se
ségréger, d’adhérer pour former des tissus ou se déplacer. A leur surface, d’innom-
brables protéines, appartenant a différentes classes (les intégrines, les cadhérines
entre autres), sont présentent et interagissent a la fois avec le cytosquelette de
la cellule et la matrice extracellulaire d’'une cellule voisine ou la surface d'un
vaisseau... un peu a la maniere d’une clef et d’une serrure. Ces interactions sont
spécifiques car elles nécessitent qu'une molécule d’un type particulier rencontre,
sur un substrat, une molécule de méme type (interactions dites homotypiques,
comme dans le cas des cadhérines) ou bien d’un autre type bien déterminé (in-
teractions hétérotypiques).

Plusieurs cas d’adhésion spécifique ont été étudiés : on peut décorer des
vésicules avec des lipides se reconnaissant grace a des liaisons H (bases A et T de
I’ADN [Heuvingh, 2002, Pincet et al., 2001b]). On peut aussi travailler avec des
lipides portant une petite vitamine, la biotine, capable de reconnaitre spécifiquement
une protéine , la (strept)avidine [Noppl-Simson and Needham., 1996, Albersdorfer et al., 1997],
ou encore utiliser un petit peptide, appelé RGD, lié a un lipide, capable de se
lier & des intégrines adsorbées sur une surface [Hu, 2001, Boulbitch et al., 2001].
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Enfin, on peut aussi utiliser une protéine d’adhésion homotypique, la csA, qui a
le bon gotit d’étre liée, via un espaceur, & un lipide [Kloboucek et al., 1999].

Les interactions entre ces molécules (que I'on dénomme souvent par les termes
ligand et récepteur) sont extrémement complexes et difficiles a caractériser : inter-
actions de type électrostatique entre groupes d’acides aminés, liaisons hydrogenes,
contraintes géométriques de compatibilités,... les combinaisons sont légions. Il
est alors difficile, tres souvent, de représenter ce type d’interaction par un pro-
fil énergétique de liaison [Merkel et al., 1999], et encore plus difficile de ’établir
expérimentalement.

Ce qui a motivé le travail présenté ici a été de décorer des vésicules géantes
avec des fragments hydrosolubles de protéines d’adhésion : nous avons cherché a
étudier les interactions entre fragments terminauzr de E-cadhérines.

2.3.2.b Interaction entre fragments de cadhérines

Les cadhérines, leur importance biologique, les différentes hypotheses sur
leur mode de fonctionnement ont été présentées succintement dans le Chapitre
précédent. Le choix de travailler avec seulement les deux domaines les plus ex-
tracellulaires y est étayé par quelques arguments apportés par la structure de ces
molécules et quelques arguments relevants d’expériences de biologie cellulaire. Le
lecteur pourra s’y référer, si besoin est.

Les quelques lignes qui suivent vont essayer de proposer un schéma de la portée
des interactions générées par ces fragments. On considerera donc ces fragments
comme une boite noire, adhésive, de portée de I'ordre de la taille du fragment.

Remarque Dans les expériences d’adhésion suivies en microscopie interféren-
tielle, il faut aussi prendre en compte la contribution (faible) due au fait que le
poids des vésicules force le “contact”. Ici, ceci ne sera pas explicitement décrit,
on considerera que le poids met les surfaces en contacts, mais de maniere re-
lativement “délicate” (on est tres loin du “forgage” de contact comme dans les
expériences de SFA).

2.3.3 Représentation d’une interaction spécifique

Sur la Fig. 2.8, on a représenté (de maniere tres qualitative) les portées des
différentes interactions moléculaires a prendre en compte lors des expériences
d’adhésion avec des fragments EC1-EC2 de E-cadhérine. Bien siur, ce type de
schéma peut étre obtenu pour n’importe quel type d’interaction (par exemple
biotine/streptavidine/biotine). Dépasser le stade qualitatif demande de connaitre
beaucoup de détails, a la fois sur I'interaction mise en jeu, la densité de clefs, de
serrures sur les surfaces en regard, mais aussi la composition exacte des bicouches
et de la solution. En particulier, I'intensité relative des interactions n’est pas ac-
cessible. A I’échelle des expériences que nous avons réalisé ici, cela est excessi-
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vement complexe : cela est du aux incertitudes sur la composition des vésicules
(en particulier la présence des ions nickels, et de la reconstitution), sur le taux de
fixation des protéines, sur le role du calcium fixé sur la protéine et surtout sur le
mode d’interaction protéine/protéine.

FiG. 2.8 - Représentation tres
schématique des interactions spécifiques
cadhérine/cadhérine : A : représentation
d’'une membrane portant un fragment

v ECI-EC2; B : portées des interactions
courte portée L, .
moléculaires correspondant au cas A. On
B [P ne peut définir clairement une distance
d’équilibre membrane/membrane, mais on
g - répulsions peut néammoins se convaincre que l'on
< . . s .
= s 10 peut sonder des interactions spécifiques
S pm nm L. .
g , cadhérine/cadhérine.
o 1
-G=J 1 d
F] vdw | Protéine
o I
2 1
o2 I
EC2 ' EC1
attractions

Cela nous permet de voir qu’une interaction entre cadhérines est envisageable
avec un tel systeme. Néammoins, il faut bien garder a I'esprit que cette vision est
tres simplifiée : en particulier, si 'on a une couche tres dense de protéines fixée
sur la surface des vésicules, on doit prendre en compte les interactions de van der
Waals dues a cette couche (la constante de Hamaker d’une couche de protéine
doit étre plus grande que celle d’'une bicouche, du fait de son épaisseur et du
fait que sa polarisabilité est plus grande, une protéine possédant plus d’électrons
qu'un lipide), les interactions électrostatiques dues a cette couche, etc... Ceci ici
a été délibérément “caché” par 'utilisation d’une “boite-protéine”, dont les in-
teractions, comme démontré par Ferracci et al. [Perret et al., 2002a] et Silberzan
et al. [?], sont considérées comme globalement attractives.
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Chapitre 3

Matériel et méthodes

Dans ce chapitre seront présentées les différents matériels utilisés dans le cadre
des travaux que ce manuscrit présente, ainsi que les différentes méthodes d’ob-
tention des objets (vésicules de grande et petite taille, bicouches supportées) et
d’observation de ces derniers.

Apres une présentation succinte des lipides utilisés et de leurs propriétés, nous
aborderons la technique d’électroformation qui a été la voie suivie pour obtenir
des vésicules géantes unilamellaires, ainsi que ses limitations. Puis la méthode de
fabrication par ultra-sonication de petites vésicules sera décrite, ainsi que celle de
fabrication de bicouches supportées par fusion de ces dernieres avec une surface
tres propre. Enfin, les principes des techniques de microscopie de fluorescence (a
un et deux photons) ainsi que la microscopie interférentielle seront exposés.

3.1 Les lipides

Les principales molécules de lipides utilisées au cours de ce travail de these
vont étre présentées ici, ainsi que leur role dans le systeme que 'on a cherché a
construire.

3.1.1 Provenance et conservation

Tous les lipides ont été achetés sous forme de poudre chez Avanti Polar Lipids
(Alabaster), et solubilisés dans du chloroforme & une concentration de 10 mg/mL.
Ces solutions meres sont utilisées soit directement, soit diluées a 1 mg/mL pour
faire les mélanges de lipides qui serviront de solutions de travail. Toutes les solu-
tions de lipides sont conservées au congélateur a - 20°C, a I’abri de la lumiere et
de I’humidité, sous atmosphere d’argon, dans des petits flacons en verre de 2,5
mL avec un bouchon ayant un joint en Téflon (afin de ne pas polluer les solu-
tions). Avant ouverture et utilisation, on laisse les flacons revenir a température
ambiante pour éviter de condenser de la vapeur d’eau a l'intérieur. Les solutions

47



CHAPITRE 3. MATERIEL ET METHODES

sont changées régulierement, suivant leur fréquence d’ouverture, afin de limiter
I’apparition de résidus de lyse dis a une oxydation qui peuvent fragiliser les
vésicules géantes, comme par exemple des lipides a une seule chaine peuvent ap-
paraitre, les lysolipides. Ceux-ci ont une action comparable a celle de tensiactifs,
perturbant 'organisation des bicouches [Zhelev, 1995, Zhelev, 1998]. Une solu-
tion peut étre détectée comme contaminée des lors qu’elle se trouble (formation
de structures, en présence d’eau, qui diffusent la lumiere).

3.1.2 Une matrice lipidique fluide

Nous avons choisi comme lipide matrice, c¢’est-a-dire comme lipide qui sera-
majoritaire et servira a “diluer” les lipides fonctionnels, le DOPC (ou Di Oleyl
Phosphatidyl Choline, M, = 786.1 g/mol, Fig. 3.1).

[o]

? wp AT T, 3.1 - Di Oleyl Phosphatidyl Cho-
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C’est un des composants principaux de la lécithine d’ ceuf. A température
ambiante, ce lipide est fluide car ses chaines de 18 carbones portent chacune
une insaturation : on le note C18 :1. Sa “température de fusion des chaines”
T,, est de - 20°C. L’épaisseur de la bicouche qu’il forme est de 'ordre de 4 nm.
Un coefficient de diffusion, D, typique d'une molécule de lipide dans le plan est
~ 1um? /s alors que le passage d’une molécule de lipide d’un feuillet & 'autre de la
bicouche par flip-flop est de 'ordre de quelques minutes a plusieurs heures, suivant
la longueur de la chaine et la charge de la téte. Sa téte polaire est une choline,
et est zwitterionique (aux pH > 7, le groupe phosphate est ionisé positivement,
ce qui donne une molécule globalement neutre). Néanmoins, il a été montré que
de tels lipides contenaient, malgré toutes les précautions que 1’on puisse prendre,
une fraction de résidus de syntheése chargés négativement [Pincet et al., 1999].

Un des avantages les plus importants de ce lipide est qu’il “marche bien”
pour la méthode d’électroformation que nous allons présenter : les vésicules qu’il
permet d’obtenir sont de grande taille (plusieurs dizaines de microns) et bien
unilamellaires.

De plus, de nombreux lipides fonctionnalisés ont été synthétisés avec des
queues du méme type (C18 :1). Le mélange entre ces derniers et le DOPC sera
a priori relativement bon : on aura peu/pas de séparation de phases due a des
incompatibilités de structure.
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3.1.3 Les lipides chélatants

Comme nous l'avons vu lors de la présentation, les fragments de cadhérine
que nous allons utiliser dans nos expériences portent un hexapeptide d’histidine
qui reconnait spécifiquement les ions nickel.

Pour les coupler a nos objets, nous avons cherché a utiliser un lipide chélatant
commercial, le DOGS-NTA ! vendu vide ou pré-chargé en nickel (Fig. 3.2A et B).
Le couplage, ainsi que les compétiteurs, qui permettent de controler le relargage
d’une protéine capturée sont rappelés sur la Fig. 3.2C.

NH, N
@0 esm

O{NHDL ° H pLWWVW
@ SMNMJO\)\/OW

L
NH, Avanti Polar Lipids

9 o
€ )J\/\/\/\F\/\/\/\/
H o H O
09/ \ 4
[c C”/C‘MNJ\/\KO\/\/OYWVW
p(,""""i\‘ H 0 o
[ | gy DAvanti Polar Lipids
Oty
co
- Lipid
e s
c—H
_GO——CHy
o —
5 i
. ..
/ - s 4
-~ -H""'-. -
a0 | ~g—C2
Nt OH;
Pty
Lipid ‘4
RN
Ba PanN EDTA
M, >—MN % -
O ) NHE
o=,
OD
NH, @

Proteir:

F1a. 3.2 - DOGS-NTA sans (A, M,, = 1015, 40 g/mol) ou avec (B, M,, = 1057, 02
g/mol) nickel ; C : chélation d’une protéine a étiquette 6 histidine et compétiteurs
(Avanti Polar Lipids).

La longueur de la téte polaire est de 1,5 nm, soit 0,5 nm de plus que celle
d’un DOPC : cela est du a la fois a la présence de la téte de chélation et a un
petit bras espaceur permettant une meilleure accessibilité du site, ainsi qu’une
relativement bonne mobilité latérale des protéines fixées. Lorsqu’il ne porte pas
d’ion nickel, a pH > 7, les trois acides carboxyliques de la cage de chélation

lou 1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-([N(5-Amino-1-Carboxypentyl)iminodi Acetic Acid]Succinyl)
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sont ionisés, et de fait, ce lipide porte trois charges moins, compensées par des
ions sodium. Des lors qu’un ion nickel est engagé, il ne reste plus quune charge
résiduelle négative. Il faut ici noter que cette téte, bien que capable de chélater
d’autres ions divalents (en particulier le cuivre), ne peut fixer l'ion calcium :
lors des expériences avec les cadhérines, ce dernier ne sera pas un compétiteur a
prendre en compte [Schmitt et al., 2000].

De par sa queue C18 :1, il s’insere a priori bien dans la matrice de DOPC
et peut y diffuser a loisir. Comme nous le verrons plus loin, le fait qu’il porte
une charge limitera & 10% la quantité que I'on peut inclure dans des vésicules en
utilisant la méthode d’électroformation.

3.1.4 Les lipides “polymeres”

Afin d’introduire une composante de répulsion stérique dans les systemes
d’adhésion spécifique, on utilise des lipides sur la téte desquels est greffé un po-
lymere hydrophile (généralement du Poly(Ethyléne Glycol) ou PEG) de longueur
variable : de quelques monomeres pour les plus courts, a quelques dizaines de
monomeres.

Ce mode de protection des surfaces, par une chevelure créant une gene stérique
empéchant le contact entre deux surfaces, est bien connu du monde des colloides.
L’efficacité de la protection stérique est bien siur conditionnée par la longueur
du polymere, mais aussi par la facon dont il est relié a la surface (greffage ou
adsorption) et par la quantité de polymere présent.

Dans notre cas, le polymere est greffé sur la surface par un seul point. Suivant
la concentration et la longueur de la chaine polymérique, on peut étre dans un
régime dit “champignon”, ou I'espace occupé par une chaine correspond plus ou
moins a celui donné par son rayon de giration Ry, ces champignons étant de plus
en plus serrés les uns contre les autres au fur et a mesure que la concentration
augmente. Pour des densités importantes, on peut avoir un régime dit “brosse”,
ou les chaines sont dans une configuration étendue : la portée de la protection
étant alors de l'ordre de la longueur de la chaine [de Gennes].

Lors du travail présenté ici, nous avons utilisé des lipides dont les queues
étaient relativement bien miscibles a la matrice de DOPC (Fig. 3.3) : un lipide
insaturé et un lipide saturé (miscibles au DOPC aux % faibles), portant un PEG
de masse moléculaire 2000 g/mol, formé de 45 monomeres. Son rayon de giration
est ~ 3.5 nm, et introduit a 5% mol/mol, il est dans un régime a la limite
brosse/champignons. Ceci est relativement efficace pour la protection des surfaces
[Lasic, 1993, Kenworthy et al., 1995].

3.1.5 Décoration avec de la “super-glue” moléculaire

Enfin, une autre fagcon d’introduire des clefs et des serrures a la surface des
vésicules est d’utiliser des lipides portant sur leur téte une petite vitamine, la

20



3.1. LES LIPIDES

o

ﬁ E H ,OAW/\/\/\/
CHgO(CH,CHQOJ‘;—Cfn‘n/\/G' b D\)\/°\,/\/\/\/\=/\/\/\A
H o

ee
NH,

DAvanii Polar Lipids

o]

i
o i wp
i P, 4
CHA0(CH,CH,0); —C— N0 b D\/\/O\/\/\/\/\/\/\/\/\/
|
H a6 o
NH,

ti Pl Lipids

Fic. 3.3 — Lipides portant un
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45 monomeres (PEGggo) A

chaines non saturées (DOPE-
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B : chaines saturées (DSPE-PEG,
M, = 2805,5 g/mol) (Avanti Po-

lar Lipids).

biotine, au bout d’un bras espaceur plus ou moins long (Fig. 3.4A a C). Leur
queue C18 :1 ou C18 :0 leur permet de bien s’inclure dans une matrice DOPC.
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F1G. 3.4 — Lipides biotinilés avec différentes longueurs d’espaceur (A, M, = 992, 3
g/mol) biotine (B, M,, = 1105,5 g/mol) cap-biotine (C, M,, = 3016, 8 g/mol)
PEGoggo-biotine (Avanti Polar Lipids) - D-a : biotine; D-b, insertion dans une
des quatre poches de la (strept)avidine (M,, ~ 70000 g/mol).

Cette petite vitamine (Fig. 3.4D-a) peut s’inclure dans une des quatre poches
hydrophobes d’'une protéine appelée 'avidine ou la streptavidine (Fig. 3.4D-b).
Cette liaison est la liaison non covalente la plus forte connue a ce jour (~ 40 kT)
et la plus résistante (une fois établie, le temps de demi-vie d'une liaison est de
l'ordre de plusieurs dizaines d’heures).

Chaque protéine possede deux sites par face et on peut donc créer des couples
adhérents en fonctionnalisant une surface avec de la biotine, puis avec de la strep-
tavidine, et en la mettant en contact avec une surface biotinylée. On peut aussi
s’en servir comme “piece intermédiaire” pour fixer quelque chose d’autre qui est
biotinylé (on peut fixer dessus des ADN double brin biotinylés & une extrémité,
que I'on visualise par marquage avec YOYO-1). Néammoins, ces constructions a
plusieurs “étages” sont délicates avec les vésicules géantes de par les manipula-
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tions nombreuses qu’elles imposent et qui fragilisent la membrane.

3.1.6 Isothermes de compression

Dans l'idée d’effectuer des dépots de Langmuir-Blodgett sur des surfaces de
verre, nous avons mesuré les isothermes des différents lipides ou mélanges de
lipides auxquels nous nous sommes intéressés au cours de cette étude. Nous allons
présenter ces données rapidement.

Des solutions de lipides a 1 mg/mL sont préparées dans du chloroforme pur.
La cuve de Langmuir utilisée est une cuve Nima (équipe Rondelez, UMR, 168), que
I’on remplit d’eau milliQQ et qu’on laisse s’équilibrer, en enlevant les poussieres et
les bulles d’airs résiduelles par aspiration a ’aide d’une trompe a eau. Puis 50 uL.
de lipides sont répandus a l'aide d’une seringue Hamilton a la surface de 1'eau.
Le systeme est laissé se stabiliser pendant une demi heure, afin de permettre au
solvant de s’évaporer. La compression de la monocouche s’effectue alors a des
vitesses variant entre 20 et 100 cm?/min, & 20°C. La vitesse de compression n’a
pas influencé les mesures présentées ici, comme on a pu le vérifier en comprimant
la méme monocouche avec des vitesses croissantes : il n’y a pas d’éjection notable
de lipides ou de collapse de la monocouche.

Sur la Fig. 3.5 sont présentées les isothermes de DOPC et de mélanges de
lipides binaires de DOPC et des divers lipides fonctionnalisés dont on a parlé
précédemment. Lorsque 'on effectue ces isothermes sur des mélanges ternaires
de lipides (c’est-a-dire DOPC + lipide chélatant ou biotinylé + un lipide PEG),
on constate que la morphologie de la courbe se rapproche de celle observée avec
les mélanges de lipides binaires contenant du PEG (il y a un plateau, voir la
légende de la Fig. 3.5C).

3.2 Solutions utilisées

Comme nous le verrons, 'utilisation de la technique d’électroformation impose
d’utiliser comme milieu de fabrication, des solutions de sucre, que 1’on encapsule
dans les vésicules.

La membrane des vésicules est semi-perméable a 1’eau : 'utilisation de solu-
tions de sucre de concentration connue lors de la fabrication permet d’éviter ou
de forcer le passage de 'eau entre l'intérieur et l'extérieur de la vésicule. Si la
concentration (on parle plutét d’osmolarité, mesurée en mOsm/kg, a 'aide d'un
osmometre a point de fusion) de la solution interne et celle de la solution externe
sont les mémes, alors il y a équilibre. Si I'une est plus concentrée que 'autre, 'eau
passe dans le sens visant a “diluer” le coté le plus “concentré” : si I'intérieur est
plus concentré que le dehors, alors la vésicule se gonfle, parfois jusqu’a éclater;
dans le cas contraire, elle se dégonfle. De plus la fabrication de vésicules dans
un sucre et la resuspension dans une solution de sucre de densité différente per-
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met de faire crémer ou sédimenter au choix les vésicules, afin d’en augmenter le
nombre, de les transférer d’un milieu dans un autre par sédimentation, ou tout
simplement de les rapprocher d’une surface afin de les localiser et d’observer leur
contact avec cette méme surface. Cela marche aussi avec des solutions salines,
qui ont une densité inférieure a celle de solutions de sucre de méme osmolarité.
Les solutions de sucre qui ont été utilisées le plus couramment dans cette étude
sont des solutions de sucrose (M,, = 341,2 g/mol, Sigma : le “sucre lourd”) et de
glucose (M,, = 182,6 g/mol, Sigma : le sucre “léger”), avec des concentrations
autour de 300 mM soit 300 mOsm. L’astuce que nous avons utilisée est de fabri-
quer les vésicules dans un mélange 1 :1 (v/v) de sucrose et glucose : ainsi on peut
faire “monter ou descendre” la méme population de vésicule, suivant qu’on la
resuspend dans du glucose (sédimentent) ou du sucrose (crément). Souvent, on a
utilisé des solutions de resuspension d’osmolarité supérieure (310 ou 330 mOsm)
afin de permettre aux vésicules de se rééquilibrer . Parfois, en particulier dans le

23
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cas des expériences en présence de protéines, nous avons ajouté un tampon, le
Tris (pH=8 a 25°C, Sigma, preset tablets) a des concentrations entre 5 et 45 mM,
aux solutions de sucre. Dans d’autre cas, nous avons utilisé du Phosphate Buffer
Saline (ou PBS : tampon phosphate + NaCl, pH=7,4, Sigma, preset tablets) dont
I’osmolarité est voisine de 280 mOsm, en accomodant I'osmolarité de la solution
de fabrication des vésicules a 270 mOsm.

Afin d’avoir des solutions bien plus visqueuses que ’eau, on peut utiliser des
mélanges de solution de sucre/glycérol (par exemple, avec 66,6% en volume de
glycérol, on atteint une viscosité de 32 cP). Les conditions de fabrication de
vésicules sont alors légerement changées, comme on le verra.

3.3 Méthodes d’obtention de vésicules géantes

Plusieurs méthodes, ayant chacune ses partisans, permettent d’obtenir des
vésicules géantes unilamellaires, chacune avec plus ou moins de rendement (c’est-
a-dire donnant plus ou moins de vésicules grosses et unilamellaires par rapport
aux agrégats et vésicules multilamellaires que peut contenir une suspension de
vésicules). Nous n’en décrirons que deux ici : la méthode dite “du schlieren” (ou
méthode “corse”, ou “gonflement spontané”), et la méthode dite d’“électroformation”
mise au point par M. Angelova. Au cours de cette these, les deux méthodes ont
été essayées, avec plus ou moins de succes...

3.3.1 Méthode “corse”

Le principe de la méthode est le suivant. On effectue un dépdt de lipides
a partir d’'un solvant organique (usuellement le chloroforme) avec une seringue
Hamilton en verre sur une pastille de Téflon rendue rugueuse par frottement avec
un papier de verre fin. Cette pastille est placée dans un bécher tres propre, que
I'on scelle avec du parafilm, en laissant un petit trou. Le tout est placé toute une
nuit au four a vide a température ambiante afin d’éliminer les résidus de solvant
restant. Puis, on réhydrate pendant une heure a 'aide d’un flux d’azote humide
le film, avant d’introduire quelques millilitres de la solution a encapsuler dans le
bécher. Enfin, on scelle le tout (cette fois-ci sans fuite) et on place dans une étuve
a 37°C pendant plusieurs heures. On controle de temps a autre, et on observe la
formation d’une corolle trouble au dessus de la pastille : elle contient les vésicules
géantes (et autres structures) formées par gonflement spontané des multicouches
de lipides déposées, agitées par des fluctuations thermiques.

L’avantage de cette méthode est qu’elle est tres douce pour les lipides qui
ne sont pas trop dégradés. Les vésicules sont jugées plus “résistantes” pour les
micromanipulations avec des pipettes (dixit E. Evans). On peut aussi encapsuler
des sels peu concentrés plus facilement qu’avec 1’électroformation. Le principal
désavantage est que cette méthode produit tres peu de vésicules unilamellaires,
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la rendant inutilisable des lors que 1'on ne “choisit” pas ses vésicules avec une
pipette, par exemple pour des expériences de RICM ou d’adhésion “en bulk”,
donc pour nous...

3.3.2 Electroformation

Cette méthode mise au point il y a quelques années [Angelova et al., 1992,
Rosoff, 1996] et s’est depuis répandue dans de nombreux laboratoires. Elle repose
sur un principe différent de la méthode précédente : en effet, partant d’un dépot
de lipides sur une électrode de platine ou de verre recouvert d’un oxyde d’étain et
d’indium conducteur et transparent (ou ITO), on le fait gonfler dans une solution
en présence d'un champ électrique alternatif, qui fait se mouvoir perpendiculai-
rement au plan de 1’électrode les feuillets lipidiques. Ceux-ci sont hydratés par la
solution grace aux défauts présents sur le dépot (rayures lors du “coloriage” de
I'ITO avec la solution de lipides). Pour une explication tres en détails de cette
méthode, on pourra se référer a la these d’O. Sandre [Sandre, 2000].

Le protocole de la méthode est présenté sur la Fig. 3.6. Quelques détails sont
apportés ci-dessous.

Les cellules utilisées sont “faites maison” a partir de lames recouvertes d’ITO
(gracieusement fournies par M.-A. Guedeau-Boudeville, College de France), sur
lesquelles on fixe un contact électrique de la maniere suivante : on dépose une
laque contenant des sels métalliques sur I'I'T'O, et on en enrobe un cable électrique
dénudé ; apres séchage, on noie ce contact dans une colle époxy a deux composants
qui est isolante. A chaque étape, on vérifie les contacts au multimetre. Enfin, on
réunit deux lames en soudant leurs cables a une prise coaxiale, afin de pouvoir
brancher la cellule sur un générateur basses fréquences.

Le dépot de lipides se fait avec une seringue Hamilton, en faisant des zig-zag
sur la surface de I'I'TO afin de ne pas faire des dépots trop épais. Cela permet
aussi de rayer la surface du dépot pour permettre son hydratation plus rapide
et plus en profondeur. Pour éviter une évaporation trop rapide des solvants (et
donc la formation de “gros paquets” de lipides qui s’hydrateraient mal), on utilise
des solutions de lipides de faible concentration (1 mg/mL) contenant 2/3 (en
volume) de chloroforme et 1/3 de méthanol, au lieu de chloroforme pur. Lors du
dépot, il vaut aussi beaucoup mieux étre a des températures inférieures a 20°C
sinon 'évaporation du solvant est trop rapide, ce qui conduit a des dépots tres
inhomogenes. Les dépots réalisés font une centaine de bicouches d’épaisseur, a en
juger par l'irisation qu’ils présentent.

Le scellement de la cellule se fait avec un boudin de pate a hématocrite (Cri-
toseal — Fischer Scientific) qui enserre un espaceur de Téflon et doit étre bien
étanche. Le remplissage se fait sous champ, afin de limiter le gonflement spon-
tané parasite. La sortie des vésicules, que 'on laisse relaxer quelques heures au
frigidaire, se fait avec une aiguille de gros diametre pour les cisailler le moins
possible.
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nettoyage des lames ITO

1. eau - 5
2. éthanol

3. chloroforme

étalement des lipides
~12 ug/cmz,T

amb

scellement, contréles

(étanchéité, contacts)
évaporation des solvants

«~—
sous vide (une nuit)
remplissage avec
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@10Hz 0,3V
gonflement
& !
rampe de tension : - . o ) o
@10 Hz, (Volts - min) contréle du gonflement
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(1,1-604a 180) .
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dans des tubes en
plastique (1 a 2 semaines)

F1G. 3.6 — Synoptique d’une électroformation — photos : O. Sandre/H. Guitouni.
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Le temps pendant lequel on laisse le palier de tension dépend de la viscosité
de la solution de gonflement : entre 1 et 3 h pour des solutions de sucre, plus de
6 h pour des solutions contenant du glycérol.

Les conditions de tension, de fréquence, de durée peuvent étre adaptées aux
différents types de lipides et de solutions que I'on utilise [Sandre, 2000, Abkarian, 2002].

Le grand avantage de cette méthode est son fort rendement en vésicules de
grande taille (plus de 20 pym de diametre) et bien unilamellaires. Peu d’agrégats
et de vésicules multilamellaires sont obtenus. Mais, du fait de 'utilisation d’un
champ électrique, tout ce qui contient des charges peut poser probleme (lipides ou
solutions salines) : il faut alors tester la méthode au cas par cas. La question est
toujours de savoir si I’on reconstitue bien ce que 'on dépose comme composition
en lipides dans les vésicules... Comme critere raisonnable on peut prendre que si
une électroformation fournit beaucoup de grosses vésicules, avec des morphologies
non pathologiques, alors on a de tres fortes chances d’avoir reconstitué a peu pres
la composition du dépot. Néanmoins, seule une étude statistique des phénomenes
que l'on observe peut lever cette incertitude...

Précautions

Des lors que 'on préleve des vésicules avec une micropipette Gilson, il faut
couper 'embout en plastique afin d’éviter de cisailler les vésicules : en effet, si on
les soumet a un tel “traumatisme”, on finit par sélectionner les vésicules les plus
tendues, les plus grosses et fluctuantes se rompant.

Toute manipulation doit étre “douce et délicate” pour respecter l'intégrité fra-
gile des vésicules géantes (prélevement, marquage, injection, sédimentation...)...

3.4 Fabrication de bicouches supportées

Afin de décorer une surface hydrophile avec une bicouche lipidique, plusieurs
techniques peuvent étre utilisées.

3.4.1 Les différentes méthodes

Tout d’abord, la “méthode historique”, dite de Langmuir-Blodgett (et ses
variantes comme les techniques de Langmuir-Schaeffer) [Israelachvili, 1992] est
basée sur le fait de faire traverser deux fois a la lame une interface eau/air ot l'on a
déposé et mis sous pression latérale une monocouche de lipides. Cette méthode est
néammoins délicate, car elle implique de monter toutes les cellules d’observation
sous l’eau afin de ne pas détruire la bicouche déposée par démouillage. De plus,
avec le matériel disponible au laboratoire (une treés grande cuve Nima), la mise en
place était longue et fastidieuse pour obtenir une lame utilisable. Apres quelques
semaines d’essais infructueux, nous avons abandonné cette voie.
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Vient ensuite une méthode dite “par solvant organique” : on dépose sur un
coté de la surface a décorer un amas de lipides, un peu comme pour la méthode
“corse” et on laisse sécher, puis on monte la cellule d’observation et on réhydrate
les lipides en introduisant une solution. Si les conditions sont favorables, une
bicouche se met alors a s’étaler sur la surface progressivement [Radler et al., 1995,
Cremer and Boxer, 1999]. Un gros désavantage de cette méthode est qu’il reste un
réservoir de lipides d'un coté de la cellule, qui peut produire des objets parasites
par gonflement spontané.

Enfin, et c¢’est la méthode qui a été utilisée ici, on peut fabriquer une bicouche
supportée sur du verre tres hydrophile par fusion de petites vésicules. Elle a été
remise au gotit du jour depuis quelques années, avec ’avenement des techniques de
lithographie molle et de “microstamping”, qui permettent de décorer des surfaces
de maniere relativement simple dans le principe tout en les intégrant dans des
dispositifs de microfluidique. L’intérét principal de cette méthode est que l'on
peut fabriquer une bicouche de maniere tres simple, et surtout in situ, ¢’est-a-
dire dans une cellule déja fabriquée [Yang et al., 2001].

La littérature est extremement abondante sur les méthodes et les applications
de bicouches supportées fabriquées ainsi, chaque laboratoire ayant ses “recettes”
pour obtenir et vérifier la présence des bicouches?.

Cette technique permet de décorer des surfaces hydrophiles, billes, lames,
lamelles, de maniere simple et relativement rapide, avec une bicouche fluide. Au
cours de cette these, on a méme pu décorer des billes de PDMS avec une bicouche
fluorescente.

3.4.2 Fabrication par fusion de petites vésicules

Nous allons détailler ici le protocole qui a été mis au point afin de décorer
la surface de lames et de lamelles de verre d’une bicouche fluide via la fusion
de petites vésicules. La validation de ce protocole sera abordée de maniere plus
détaillée dans les Chapitres suivants.

2Ainsi, la fusion de petites vésicules a servi pour étudier par AFM les séparations de
phases de lipides [Rinia, 2001] ou la structure de complexes de protéines membranaires
[Scheuring, 2000]. Ses mécanismes, dépendant du type de surface (verre, or,...), ont été décrits
par des expériences de résonnance de plasmons de surface (ou SPR) [Reimhult et al., 2003]
ou par fluorescence [Johnson et al., 2002, Cremer and Boxer, 1999]. A Paide des techniques
de microlithographie et de stamping, des bicouches patternées ont pu étre déposées sur des
substrats, soit par fusion sélective sur des zones libres [Kung et al., 2000], soit par peeling
de zones de la bicouche [Hovis and Boxer, 2000]. Avec des marqueurs lipidiques fluorescents
chargés, on a pu mettre en évidence des phénomenes d’électrophorese a 'intérieur de la bi-
couche [Groves et al., 2000]. Avec de 'ADN “rampant” sur la surface, on a pu réaliser des
séparations [Olson et al., 2001]. En combinant 1’électrophorése, le patterning et I'utilisation de
flux dans des canaux de microfluidique, on a pu effectuer des électrophoreses avec récupération
d’une partie de la bicouche, & l'aide de surfactants [Kam and Boxer, 2003]. En décorant & la
fois des billes et des surfaces planes avec des lipides de charge opposé, de ’hémifusion a pu étre
observée [Sapuri et al., 2003]
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3.4.2.a Nettoyage des surfaces de verre et fabrication des cellules

La premiere étape consiste a obtenir des lames et des lamelles tres propres et
tres hydrophiles. Une maniere simple de réaliser ceci consiste a laver les surfaces
dans une solution diluée d’un tensioactif ionique (Hellmanex ou Micro90), et ce a
chaud. Les lames et lamelles maintenues sur un portoir sont ainsi placées pendant
plus d'une demi-heure dans une solution de détergent a une température entre 60
et 100°C, puis rincées soigneusement, encore chaudes, alternativement dans un
bain d’eau milliQQ et a la pissette. Elles sont ensuite séchées sous flux d’argon et
stockées (pas plus de quelques heures) dans une boite de petri.

A ce stade la, les surfaces sont déja relativement hydrophiles, et on peut les
utiliser pour réaliser des cellules d’observation scellées par plusieurs épaisseurs de
parafilm, comme décrit dans [Sandre, 2000]. Afin de controler I’épaisseur (et donc
le volume) de nos cellules, nous avons choisi d’utiliser des cellules soit moulées
en PDMS (Sylgard 184, Dow Corning) a partir de plusieurs épaisseurs de ruban
adhésif commun (4 ~ 200 pm, Fig. 3.7), soit avec des parois faites avec des films
de PDMS commerciaux d’épaisseur calibrée.

Fic. 3.7 — Cellule utilisée lors

lamelle nettoyée d’expériences avec des bicouches
PDMS réticulé , J

supportées et des vésicules

i géantes. Elle est présentée ici

scellée au plasma. Elle peut étre
‘ fermée en utilisant une pate
canal 5 mm x 20 mm x 200 um observation . . .
volume = 20 il inerte (Critoseal ou Vitrex)

Afin de sceller fermement ces cellules, on passe les lames précédentes ainsi
que les pieces de PDMS au nettoyeur a plasma a air résiduel, pendant 1 min
a l'intensité maximale. Les surfaces du verre et du PDMS sont alors oxydées et
débarassées de tout résidu organique. Elles collent alors I'une a ’autre de maniere
irréversible (pour plus de détails sur ces procédés, [Rossier, 2003] en contient une
revue assez exhaustive). Ainsi, en une étape, on rend la surface du verre tres
propre et hydrophile et on étanchéifie la cellule.

Les cellules sont alors conservées dans une boite de petri et utilisées dans la
demi heure qui suit pour la fusion de petites vésicules.

3.4.2.b Fabrication de petites vésicules

On nettoie au tensioactif (comme pour les lames) un petit flacon en verre.
Apres un séchage a I’argon, on le met sous vide afin d’éliminer les résidus d’eau
de ringage pendant au moins une heure.

On introduit ensuite le ou les lipides désirés afin d’obtenir une suspension
qui contiendra a peu prés 1 mg/mL de lipides. On évapore les solvants sous flux
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d’argon en faisant tourner le flacon, pour recouvrir les parois d’une fine pellicule
irisée (multicouches de lipides comme les dépots sur 'ITO). On élimine alors les
restes de solvant par mise sous vide pendant une nuit.

On réhydrate le dépot par ajout de la quantité nécessaire de solution (glucose
300 mM, Tris 5 mM, pH=8, NaCl 50 mM). Cette solution a été choisie pour étre
dans la bonne gamme de pH et de salinité, selon [Cremer and Boxer, 1999]. On
agite pendant une minute et on place a 4°C pendant au moins une heure afin de
laisser les agrégats de lipides s’hydrater.

On agite de nouveau pendant une minute, et on sonique sur glace fondante
avec un sonicateur a pointe pendant un quart d’heure. La suspension de vésicules
de petite taille (typiquement entre 50 et 100 nm, Fig. 3.8A) et trés tendues est
alors conservée a 4°C pendant au plus une semaine, et resoniquée pendant au
moins une minute avant usage.

3.4.2.c Fabrication de la bicouche

Usuellement, les petites vésicules préparées ne comportent pas de marqueur
fluorescent. On peut alors les marquer a 2% v/v en utilisant le Di6-ASPBS qui
sera décrit au paragraphe suivant, en évaporant d’abord 1’éthanol, puis en agitant
quelques secondes la suspension. Apres 5 a 10 minutes, les vésicules sont intro-
duites dans une cellule qui vient juste d’étre construite et sont laissées pendant
20 min au contact de la surface. La fusion a lieu suivant le mécanisme schématisé
sur la Fig. 3.8B : une petite vésicule tendue approche de la surface et de par sa
tension, elle adhere et éclate sur la surface, formant un patch de bicouche qui va
fusionner avec les patches voisins.

Une cellule faisant 20 pL est alors rincée délicatement avec 5x100 L de tam-
pon sucre/Tris bmM, pH=8, en aspirant le liquide avec un papier, sans démouiller
la cellule. On peut alors controler la présence de la bicouche en observant un fond
de fluorescence continu et/ou des petits défauts en entrée et sortie de la cellule
ou au bord de bulles d’air (voir chapitre “résultats”).

La méme méthode est appliquée pour avoir une bicouche supportée sur du
mica fraichement clivé, excepté pour la phase de marquage. Sur la Fig. 3.8C on
peut voir une image obtenue lors d’une fusion courte (moins de 10 minutes) de
vésicules contenant 10% de DOGS-NTA(Ni). Nous reviendrons plus loin sur ce
type d’expériences et les renseignements qu’il nous fournit.

3.5 Les microscopies de fluorescence (MF)

De par leur taille les vésicules géantes sont des objets observables avec les
microscopies optiques traditionnelles. Comme le montre 1'image de microsco-
pie de transmission présente sur la Fig. 3.6, la membrane des vésicules n’a pas
une épaisseur suffisante pour étre bien résolue par cette méthode : on utilise
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Fusion

® - ©

Fic. 3.8 — Fabrication d’une bicouche par fusion de petites vésicules
A : freeze-fracture d’une suspension de petites vésicules; B : principe de
I'adhésion suivie d’une rupture des petites vésicules sur une surface (d’apres
[Cremer and Boxer, 1999]) ; C : image d’AFM d’une bicouche supportée sur du
mica. On peut voir (1) des trous (2) des vésicules ou agrégats subsistant (3) des
jonctions de vésicules explosées.

préférentiellement des méthodes permettant d’exploiter le gradient d’indice du a
la différence entre les solutions interne et externe (méthodes de contraste d’in-
dice).

Nous avons choisi d’utiliser une méthode d’observation tres facile a mettre en
ceuvre, et relativement performante pour des objets aussi fins : la microscopie de
fluorescence.

Pour résumer tres brievement cette technique : il faut qu’il y ait une molécule
sonde, qui soit capable d’absorber a une certaine longueur d’onde et de se désexciter
en émettant de la lumiere a une autre longueur d’onde. Tout le travail est de
construire une telle molécule et de l'incorporer dans le systeme que 'on désire
observer, et ensuite d’extraire de la lumiere d’excitation la lumiere réémise.

Avec un systeme comme les vésicules géantes et les bicouches supportées, la
sonde doit étre une molécule lipophile qui va s’insérer dans les membranes : on
dit qu’elles vont “marquer” ces dernieres. La Fig. 3.9 montre les deux types de
molécules portant un groupement fluorescent qui ont été utilisées au cours de cette
étude : un lipide portant sur une de ses chaines un groupement NBD (Sigma) et
une sonde amino(styrylpyrydium) non commerciale (Di6-ASPBS, synthétisée par
le groupe de M. Blanchard-Desce, Univ. de Rennes). Ces deux types de molécules
ont une gamme d’excitation et d’émission proche de celle de la fluorescéine
[Sandre, 2000, Moreaux, 2002]. Le Di6-ASPBS a une section efficace beaucoup
plus grande que celle du NBD, grace a l'effet de transfert de charge qui existe
de par sa structure. Il est aussi sensible a son environnement proche : il est plus
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efficace lorsqu’il est inclus dans une membrane et son spectre d’émission change
(blue shift).

F1a. 3.9 — Colorants fluorescents et leur insertion dans une membrane (d’apres
[Sandre, 2000]) : A : lipide NBD marqué en queue. Le groupe fluorescent est
parallele a la membrane. Cette sonde doit étre incluse lors de la fabrication des
vésicules ; B : sonde lipophile Di6-ASPBS. Son groupe fluorescent est perpendicu-
laire & la membrane. Cette sonde peut étre incluse pendant ou apres la fabrication
des vésicules. Son bleaching est plus lent que celui de A.

Le schéma de principe d’'un microscope de fluorescence est présenté sur la
Fig. 3.10. Le microscope que 'on utilise est un microscope droit Polyvar MET
(Reichert/Leica) équipé d’un objectif a immersion a eau 60x, NA=0,95 (Leica),
avec comme source une lampe a vapeur de mercure. L’acquisition des images se
fait grace a une caméra CCD (Cohu 4910) reliée & un magnétoscope S-VHS et un
moniteur, avec un systeme doubleur de signal, relié a un PC équipé d’une carte
d’acquisition Scion Corporation. Les images sont numérisées a l'aide de cette
carte pour étre analysées, manuellement ou grace a des fonctions de calculs (ou
macros) que 'on peut programmer dans un langage proche du Turbo Pascal.

L’éclairage est dit “épiscopique” car les lumieres incidentes et émises passent
toutes deux a travers 1'objectif. Pour le cube de fluorescence que nous utilisons (en
correspondance avec les sondes présentées précédemment), le filtre d’excitation
est un filtre passe-bande 455-490 nm, le seuil du miroir dichroique est 500 nm et
le filtre d’arrét est un passe-haut a 515 nm.

3.5.1 Incorporation des colorants dans les membranes

Suivant la nature du colorant, la méthode d’insertion de la molécule dans les
membranes est différentes.

Les sondes qui sont des lipides a longues chaines portant un groupement
fluorescent doivent étre mélangées a des concentration de l'ordre de quelques %
mol/mol aux lipides avant la fabrication des vésicules géantes ou non. L’électroformation
ou la sonication, ainsi que la conservation des vésicules, doivent alors se faire a
I’abris de la lumiere pour éviter le phénomene de photoblanchiement des molécules
fluorescentes (ou bleaching; ce sont les réactions photochimiques, dues a la lumiere
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F1G. 3.10 — Principe de la microscopie de fluorescence avec éclairage épiscopique
(c’est-a-dire a travers l'objectif). Le petit encart en haut a droite montre les
différents spectres des composants et du colorant pour qu'un tel montage puisse
fonctionner.
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d’excitation ou simplement la lumiere environnante, qui conduisent a la dégradation
des molécules fluorescentes et qui donc se traduit par une diminution de I'intensité
de fluorescence émise au cours du temps).

Pour les sondes lipophiles comme Di6-ASPBS; elles peuvent étre inclusent de
la méme maniere, soit, comme elles sont un peu plus solubles que les molécules
précédentes du fait de leur chaines courtes, on peut effectuer un marquage par per-
fusion des vésicules, a partir d’une solution alcoolique de ces molécules (a 560 M
dans EtOH). 1 & 2 % en volume de cette solution sont ajoutés délicatement a une
suspension de vésicules a U'interface air/solution, et on laisse ’alcool s’évaporer
pendant quelques minutes. Par diffusion en quelques dizaines de minutes, une
corolle de vésicules est alors marquée. On ne peut vraiment donner de taux
d’incorporation de ce type de colorant avec certitude avec cette méthode (des
vésicules peu marquées ou trés marquées coexistent). Une méthode évitant de
perturber les vésicules avec I'éthanol contenant le colorant est d’introduire le co-
lorant en premier dans un eppendorf et d’évaporer sous flux d’argon I’éthanol (un
peu comme lors de la préparation des petites vésicules), puis d’ajouter la suspen-
sion de vésicules : les plus marquées sont alors au fond. Une image de vésicule
marquée avec Di6-ASPBS par perfusion est présentée sur la Fig. 3.10.

Nous utiliserons cette microscopie de fluorescence comme moyen facile et ra-
pide de “trouver” des vésicules dans un échantillon, pour vérifier la présence d’une
bicouche,...

3.5.2 Microscopie de fluorescence a deux photons et par
génération de seconde harmonique

La microscopie de fluorescence a deux photons a pour principal avantage
d’exciter les molécules de colorant dans un volume focal tres restreint : cette
microscopie est dite “scannée” et lefficacité de ’absorption d’énergie par les
molécules de colorant est oc 72. On utilise un laser pulsé infrarouge (TiSa 80 fs 80
MHz) afin d’avoir suffisamment de photons corrélés dans 'espace (qui frappent
la méme molécule) et dans le temps. Un avantage majeur de ceci est que les
molécules de colorant situées hors du spot d’excitation ne sont pas excitées, ce
qui fait qu’elles ne sont pas détectées (meilleur rapport S/N) et aussi qu’elles ne
subissent pas de photoblanchiment. On ne peut observer un phénomene en temps
réel a cause du mode d’acquisition des images.

Le Di6-ASPBS est un colorant spécialement synthétisé pour pouvoir étre ex-
cité a deux photons. De par sa structure, comportant un groupe accepteur (am-
monium) et un groupe donneur (doublet libre de 'azote) séparés par un “bras
de levier électronique” qui permet une délocalisation des charges tres importante
(effet de “push pull”, Fig. 3.9B), il peut aussi subir un processus de diffusion
non linéaire, appellé “génération de seconde harmonique” (ou SHG). La molécule
excitée a une fréquence w diffuse un photon a la fréquence double 2w (Fig. 3.11B).
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F1G. 3.11 — Principe de : A : la microscopie de
872nm 575nm  872nm 20=436nm  fluorescence a deux photons (TPEF); B : de
la génération de seconde harmonique (SHG).
Les longueurs d’onde indiquées sont celles
utilisées couramment pour Di6-ASPBS.

®

La fluorescence a deux photons (ou TPEF) et la SHG sont deux phénomeénes
pouvant exister simultanément dans un échantillon, si les sondes sont bien choi-
sies : les deux phénomenes se produisent indépendamment. Elles peuvent étre
découplées au point de vue de la détection, car on peut les séparer spectrale-
ment. De plus, la premiere peut étre détectée par réflection, et la seconde se
propage dans la direction du faisceau incident, selon deux lobes excentrés par
rapport a cette méme direction [Moreaux et al., 2001]. La réalisation d’un micro-
scope permettant d’imager a la fois en TPEF et en SHG des objets, ainsi qu’une
étude approfondie des propriétés en solution et en membrane du Di6-ASPBS peut
étre trouvée dans [Moreaux, 2002]. Une image (un peu saturée...) acquise sur ce
montage est présentée sur la Fig. 3.12.

F1G. 3.12 — Deux vésicules biotinylées pontées par de la streptavidine, dont la
membrane est marquée avec Di6-ASPBS : A : image de fluorescence a deux pho-
tons, toute la membrane des vésicules est imagée ; B : image prise simultanément
par génération de seconde harmonique, ou la zone d’adhésion, ou les molécules
de colorant sont proches et téte-beche, n’apparait pas.

Nous avons voulu exploiter quelques caractéristiques (avec 'aide indispensable
de L. Moreaux et T. Pons, Lab. Neurophysiologie et Nouvelles Microscopies,
ESPCI) de ces deux types de microscopie.
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La SHG présente une caractéristique générale aux phénomenes non linéaires
d’ordre pair : elle est sensible a la symétrie locale de ce qui la crée, c’est-a-
dire les sondes. C’est une microscopie cohérente, donc les rayonnements émis
par deux chromophores interferent : s’il y a opposition de phase (molécules téte-
beche et suffisamment pres), les interférences sont destructrives, et on n’observe
pas de SHG (Fig. 3.12). On peut méme utiliser ces interférences pour remonter a
des informations de distance entre les membranes [Moreaux et al., 2001], mais la
distance ou “s’allume” la SHG est de 'ordre de 300 nm (elle est reliée a la taille
du spot laser, Fig.3.13).

interférences
destructives constructives aucune

F1G. 3.13 — Utilisation des interférences
de la SHG pour mesurer des distances.
La zone circulaire représente la zone
excitée, et les fleches les molécules de
colorants dans les bicouches, orientées.
La courbe au centre montre comment
varie, en fonction de la distance entre
les bicouches, d, I'intensité de la SHG.
Les trois différentes configurations sont
illustrées par une image de ces in-
terférences (d’apres [Moreaux, 2002]).

Un exemple astucieux de I'utilisation de cette sensibilité a la symétrie est celui
de I’étude du flip-flop des molécules de Di6-ASPBS : le marquage par perfusion
entraine une incorporation non symétrique des sondes dans les deux feuillets de la
membrane, c’est-a-dire majoritairement dans le feuillet extérieur. Les sondes ont
donc tendance a rééquilibrer leurs populations par translocation entre les deux
feuillets, appelée flip-flop. Ceci entraine une symétrisation du marquage et donc
une diminution de la SHG. On a pu ainsi mesurer le temps caractéristique du
flip-flop de cette molécule : de I'ordre d’une heure et demi a deux heures dans du
DOPC, a 20°C [Moreaux, 2002]. Si 'on veut utiliser cette caractéristique de la
SHG pour imager des zones d’adhésions, il faut que le temps total de I’expérience,
marquage compris, soit inférieur a ce temps la.
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3.6 La microscopie interférentielle

L’autre microscopie qui a été couramment utilisée au cours de cette étude est
une méthode d’interférométrie bien connue a 1’échelle macroscopique (franges du
coin d’air, anneaux de Newton) : ici, les deux interfaces créant les interférences
sont la surface d’un objet de taille microscopique et une lamelle de verre dont il
est proche. On la nomme microscopie interférentielle en réflection (ou RIM pour
Reflection Interference Microscopy) ; depuis certaines améliorations et une remise
au gotit du jour par 'équipe de E. Sackmann [Radler and Sackmann, 1993], on
un ajoute un “C” (RICM), pour contraste. Nous allons en décrire ici les bases
et les applications principales. C’est une technique tres largement utilisée, en
biologie, en science du mouillage,... car facile en mettre en ceuvre et combinable
a loisir avec la microscopie de fluorescence, avec du transfert de fluorescence (ou

FRET)...

3.6.1 Principe et réalisation pratique

La microscopie interférentielle s’appuie sur 'illumination d’un objet proche
d’une surface avec une lumiere monochromatique (usuellement 1'une des raies
du mercure, le plus souvent celle & 546,1 nm — raie verte). Si la lumiere est
suffisamment cohérente, on observe des franges d’interférence (pour un objet
sphérique, on observe des anneaux), dont la position et le contraste permettent de
remonter au profil de distance entre la surface de I'objet et la lamelle en regard.

Dans notre cas, il s’agit d'une vésicule au voisinage d’une lamelle de verre
décorée ou non. Le principe général de cette microscopie et une image de vésicule
au voisinage d'une surface sont présentés sur la Fig. 3.14. Cette microscopie
s’effectue sur le méme montage que la microscopie de fluorescence (a un photon)
décrite précédemment. Il suffit de remplacer le cube de fluorescence par un filtre
passe bande étroit a 546 nm, de fermer le diaphragme de champ et de diminuer
I'intensité incidente. On focalise alors sur la surface. On passe ainsi continuement
d’une vésicule que I'on a trouvé et observé en fluorescence a ’'observation de sa
“zone de contact” avec la surface au voisinage de laquelle elle se trouve.

3.6.2 Observations

Des vésicules géantes sédimentant au voisinage d’une surface de verre, traitée
ou non, présentent des signatures tres différentes en microscopie interférentielle
suivant leur état de tension ainsi que suivant leurs interactions avec la surface.

Sur la Fig. 3.15 sont présentés quatre cas de figure, qui seront tres souvent ren-
contrés au cours des différentes études réalisées ici. On peut facilement différencier
les vésicules tendues ou molles, a 'aspect général des franges d’interférences :
de beaux anneaux circulaires, d’intensité fixe dans le temps, dans le cas tendu
(Fig. 3.15A); des franges d’intensité fortement changeante dans le temps (Fig.
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F1G. 3.14 — Principe de la microscopie interférentielle et potentialités.
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3.15C). Si l'on effectue une moyenne sur plusieurs images dans le premier cas,
on améliore la qualité des franges vues, alors que dans le second cas, on obtient
un niveau de gris “brouillé” par la superposition, a la méme position, de niveaux
de gris différents. Ensuite, I’état d’adhérence est aussi facilement observable : un
ou plusieurs zones de niveau de gris “moyen” sont présentes et sont, dans le cas
d’une vésicule fluctuante, bien mieux vues sur une image moyenne (effectuée sur
quelques images), leur niveau de gris ne changeant pas au cours du temps (Fig.
3.15A et B : le niveau de gris central sur B est “moyen” par rapport a celui
sur A; Fig. 3.15C et D : les points adhérents sont visibles au milieu de franges
“brouillées”).

Fi1G. 3.15 — Vésicules géantes observées en microscopie interférentielle, ainsi que le
schéma correspondant a chaque situation : A : vésicule tendue, mais n’adhérent
pas/peu; B : vésicule tendue avec une zone d’adhésion forte au centre de la
figure d’interférences (fleche); C : vésicule fluctuante au voisinage de la surface;
D : vésicule fluctuante, adhérant par de petites zones (fleches).

3.6.3 Reconstruction du profil d’une vésicule

La formation d’une image en microscopie interférentielle est schématisée sur
la Fig. 3.16. On envoie sur l'objet au voisinage d'une surface une lumiere mo-
nochromatique (Ip, A = 546,1 nm). En premier lieu, cette lumiere est réfléchie a
I'interface entre la lamelle (ou substrat) et la solution qui entoure les vésicules.
On obtient ainsi un rayon I;. La seconde interface qui va réfléchir le faisceau inci-
dent est celle entre la solution et la membrane de la vésicule. On a alors un rayon
15 qui va pouvoir interférer avec I. La figure d’interférence produite s’observe
alors en focalisant au niveau de la couche de liquide intercalée.

Comme présenté sur la Fig. 3.14, on peut alors, a partir de I’analyse en inten-
sité des franges de la figure d’interférence remonter au profil de distance entre la

69



CHAPITRE 3. MATERIEL ET METHODES

vésicule .
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Fic. 3.16 — Principe de forma-
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vésicule et la surface, avec un modele simple de superposition des ondes réfléchies.
Ceci se fait bien pour des géométries simples de vésicules (au voisinage d’une zone
d’adhésion, ou pour une vésicule tendue et donc sphérique).

En effet, le déphasage géométrique entre I; et I, s’écrit (avec les notations
introduites dans la Fig. 3.16) :

o= 2% X 2nsh(x) X cos 6

en considérant que 'angle 6 est petit. Comme 'indice de la membrane (de 'ordre
de 1,49) est supérieur a celui de la solution qui entoure la vésicule (entre 1,33 (eau)
et 1,47 (glycérol pur)), on doit prendre en compte un déphasage supplémentaire
de .

On obtient alors que l'intensité I(x) résultant de la superposition des deux
ondes réfléchies est donnée par :

h
I(x) =1 + Iy — 2+/ 1115 cos (Qﬂ'ﬁ)
1

avec i = A/2n, l'interfrange (~ 200 nm dans nos conditions expérimentales).
On peut donc accéder via la variation sinusoidale de 'intensité des franges d’in-
terférences a la hauteur h(zx) de I'objet par rapport a la surface. La zone centrale
apparait d’un niveau de gris sombre et uniforme (voir I'image d’une vésicule ten-
due présentée sur la Fig. 3.14) : il existe une couche d’eau intercalée (un “cous-
sin” [de Gennes et al., 2003, Puech and Brochard-Wyart, 2003]), dont ’épaisseur
dépend des interactions entre la vésicule et la surface, et de la tension de la mem-
brane.

Ainsi, apres avoir imagé une vésicule en microscopie interférentielle, on extrait,
a l'aide d’un logiciel de traitement d’image le profil d’intensité (niveau de gris
codé sur 256 valeurs vs. x en pixels) sur une section de la figure d’interférence
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(Fig. 3.14). On peut alors, connaissant la longueur d’onde d’illumination, A, et
I'indice du milieu dans lequel sont plongées les vésicules, n,, remonter au profil
h(z) a laide d’'une macro de reconstruction de proche en proche, a partir des
positions des extrema d’intensité, et de la monotonie supposée du profil. Cette
fonction de calcul (sous M$Excel) a été programmée par J. Clain au sein de
I’équipe Brochard.

On obtient alors un ensemble discret de points qui permettent de tracer h(z),
comme présenté sur la Fig. 3.14. La résolution en z est d’origine optique (limite
de diffraction), soit £0,2 pm. Celle sur h(z) provient de différentes sources (ou-
verture angulaire du faisceau, capacité a coder les niveaux de gris,...) et peut étre
estimée a quelques nm. Entre deux extrema de niveau de gris des franges, on a
un changement de hauteur de i/2 soit de l'ordre de 100 nm. Ainsi, si le niveau
de gris central d’une vésicule tendue passe de noir (Fig. 3.14) a blanc, alors cette
derniere s’est éloignée de la surface de 100 nm. Cela permet de mesurer des dis-
tances relatives ou des changements de distance entre la vésicule et la surface,
mais pas, tant qu’elle n’est pas adhérente, de donner des élévations absolues au
dessus de la surface.

Nous verrons comment & partir de h(z) obtenu on peut extraire la tension
de la membrane ainsi qu'un énergie d’adhésion, due aux interactions entre cette
derniere et la surface au voisinage de laquelle elle se trouve.

3.6.4 Comment jouer sur le contraste des franges

Le contraste des franges dans le modele simplifié utilisé ici peut étre exprimé
en fonction des extréma d’intensité de celles-ci :

[mam - [mm o 2\/ [1[2

C = _
Imax+Imin Il +IQ

L’écriture des intensités réfléchies, en fonction des coefficients de réflexion de

Fresnel (qui dépendent des indices optiques des différents milieux) montre que C'

est augmenté lorsque 1’on recouvre la surface du verre avec une couche diélectrique

(du fluorure de magnésium (MgF's), d’indice 1,39, par exemple [Radler and Sackmann, 1993]) :
on diminue l'intensité réfléchie I;, car on rapproche l'indice de la lame de celui

de la solution entourant les vésicules. Ainsi, on fait artificiellement tendre I; vers

I5. Le principal probleme est que ce traitement rend aussi la surface fortement

adhésive pour les vésicules... [Manneville, 1999].

Une autre méthode, appelée technique “Antiflex” repose sur l'ajout d’une
lame quart d’onde au niveau de l'objectif, ainsi que de deux polariseurs de di-
rections croisées, un sur le trajet du faisceau incident, I'autre sur le trajet de
la lumiere réfléchie [Radler and Sackmann, 1993]. Cela permet d’introduire un
contraste supplémentaire (le “C” de RICM), en éliminant la lumiere réfléchie
directement par la lamelle et les autres réflexions parasites : la lumiere pola-
risée linéairement apres traversée du premier polariseur, et polarisée circulaire-

Y
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ment par la lame quart d’onde, puis subit un retournement de polarisation lors
de sa réflexion par la vésicule. Seuls ces rayons, ayant interféré avec la lumiere
réfléchi, pourront alors traverser le deuxieme polariseur, apres retraversée de la
lame quart d’onde qui donne alors une lumiere polarisée a la perpendiculaire de
la lumiere incidente [Radler and Sackmann, 1993]. Cette technique est un peu
chere, et peut étre avantageusement remplacée par un traitement d’image “on-
line” (type boitier Hamamatsu de pré-processing, qui effectue une soustraction
du fond) [Clain, 2003].

Au cours de I’étude présentée ici, nous n’avons pas utilisé de traitement de
surface de type diélectrique, ni utilisé la technique Antiflex. Nous nous sommes
contentés de faire de la microscopie interférentielle classique, étant donné que
nous avions déja des images de relativement bonne qualité.

3.6.5 Tension et énergie d’adhésion

Lorsque 'on travaille avec des vésicules libres, pour regarder des interactions
entre vésicules ou entre une vésicule et une surface, il existe une inconnue de
taille qui est la tension de la membrane. Qualitativement, a partir d'une image
de microscopie DIC ou de fluorescence, on peut dire si la vésicule est tres flasque
ou au contraire tres tendue, selon qu’elle présente des fluctuations thermiques de
grande amplitude ou une forme tres sphérique. On peut qualitativement gonfler
ou dégonfler une vésicule en ajustant de maniere ad hoc I’osmolarité de la solution
externe. On ne controle aucunement la tension de la membrane, a la différence
des expériences de micropipettes présentée en introduction [Evans, 1991].

Dans les paragraphes qui vont suivre vont étre décrites deux manieres d’esti-
mer la tension d’une vésicule au voisinage d’une surface, selon qu’elle est adhérente
ou juste “posée” sur cette derniere. D’autres méthodes, utilisant une analyse des
modes de fluctuation observés en microscopie DIC ne seront pas détaillées ici
et pourront étre trouvées dans [Girard, 2003, Pécréaux, 2003, Solon, 2003]. On
détaillera aussi comment obtenir une estimation de I'énergie mise en jeu lors de
I’adhésion d'une vésicule sur un substrat.

3.6.5.a Vésicule adhérente : méthode “\”

Au voisinage d’'une zone d’adhésion (Fig. 3.17A), la reconstruction a partir
d’une figure d’interférences permet d’accéder au profil détaillé pres de la ligne de
contact (Fig. 3.17B).

Dans [Albersdorfer et al., 1997] est proposé d’analyser un tel profil en termes
d’équilibre mécanique de la ligne de contact de la zone d’adhésion de la vésicule.

Le profil pres de la ligne de contact n’est pas un coin caractérisé par I’angle
de contact . L’énergie de courbure de la membrane s’oppose a une discontinuité
de la pente sautant de 0 a 6 a la ligne. Le profil est adouci, et I'angle passe de 0
a @ sur une longueur caractéristique, A, que 'on va calculer.
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Fi1G. 3.17 — Vésicule en adhésion forte sur un substrat : A : vue schématique de
I’adhésion ; on note ’analogie avec le comportement d’une goutte peu mouillante ;
B : profil au voisinage de la zone d’adhésion, reconstruit d’apres 'image de mi-
croscopie interférentielle ; y sont présentés la longueur de coupure A et I’angle de
contact § (adapté de [Albersdorfer et al., 1997]).

Soient o la tension de la membrane, 6 ’angle de contact défini sur la Fig.3.17
et W l’énergie d’adhésion par unité de surface, c’est-a-dire le travail a fournir
pour détacher une unité de surface de la membrane de la surface. L’équilibre des
forces capillaires s’écrit alors, par analogie avec la loi de Young-Dupré

W =o(1 — cos0)

Si on se limite aux cas des angles faibles (# < 20°), on peut alors écrire que
W =~ 06?/2. 0 se relie, par un argument géométrique, a la taille de la zone
d’adhésion, a, et au rayon de la vésicule, Ry, par Ry =~ a. Le profil s’obtient en
minimisant I’énergie de bord. Dans un modele simplifié a une dimension, comme
schématisé Fig. 3.17B [Albersdorfer et al., 1997], on a :

AG (1 @®h 1 [dh\? 0
%—/0 <§/§E+§a <%) )dx—/OOW(:L’)d:c

On minimise alors cette énergie, et le profil pres de la zone de contact est
déterminé par
d*h d*h _0
a2 Ndt T

Cette équation fait intervenir une longueur caractéristique \*> = /0. Pour k ~ 10
kT, on a A ~600 nm pour une tension o = 107 N/m (resp. 60 nm pour 107°
N/m).

Une solution satisfaisante est obtenue avec

h(z) =0x —OX1 —exp(—z/N)) (z>0)
h(z) =0 (x <0)
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car le profil est alors linéaire pour = grand, et h(z) = 0 au niveau du contact.

On a donc deux méthodes permettant d’extraire 6 et A : (i) on ajuste un cercle
de méme rayon que la vésicule sur le profil déterminé expérimentalement et on
en déduit graphiquement ces deux grandeurs qui correspondent a la déviation a
la sphére due a I’adhésion [Sandre, 2000] ou (ii) on ajuste le profil expérimental
avec I’équation donnée ci-dessus, en vérifiant que la valeur obtenue pour le rayon
de la vésicule est compatible avec celle mesurée.

De )\ on en tire alors o, si 'on a une valeur assez correcte de x (par exemple,
par mesure a 'aide de pipettes). On rappelle ici que pour des lipides fluides
courants (type DOPC), on a k ~ 10kT. Ainsi, en ayant 6 et o, on est capable
d’estimer la valeur de 1’énergie d’adhésion W de la vésicule sur le substrat.

Les valeurs de o et de W obtenues par cette méthode sont de I'ordre de 1077 &
1074 N/m et de 1078 & 107> J/m? respectivement, pour le couple d’adhésion strep-
tavidine/biotine au voisinage de points d’adhésion [Albersdorfer et al., 1997]. Pour
le couple peptide RGD /intégrine, 'énergie W est de Pordre de 1077 & 107¢ J/m?
[Hu, 2001, Boulbitch et al., 2001]. Pour la protéine homophilique csA (contact
site A), Pénergie estimée varie entre 1072 & 107% J/m? suivant la concentration
utilisée (plus elle est élevée, plus W est grande)[Kloboucek et al., 1999].

49,25 % DMPC

5% lipide PEG 2000
0,5% lipide RGD
49,25 % cholesterol

BSA blood platelet

Fic. 3.18 — Morphologies de zones de contact entre une vésicule portant des
lipides RGD, qui reconnaissent spécifiquement des “blood platelets” adsorbés sur
la surface du verre, d’apres [Hu, 2001]. Elles contiennent la méme quantité de
clefs, ainsi que des lipides PEG (la composition des vésicules est résumée sur le
schéma), et la quantité de “blood platelets” adsorbés a été variée en changeant la
concentration de la solution d’incubation des surfaces. De gauche a droite : 100
pg/mL, 1 pg/ml; 0,1 pg/mL et 0,01 pg/mL. La surface entre les protéines est
passivée avec de la BSA pour prévenir les interactions non spécifiques.

De plus les morphologies des zones de contact sont tres différentes suivant la
concentration des ligands et récepteurs, ainsi que suivant la présence ou non de
lipides polymeres introduisant une répulsion stérique. Pour de faibles adhésions
(ou des ligands en faible concentration), la zone de “contact” entre la vésicule por-
tant les clefs et la surface portant les serrures présente de petits points d’adhésion,
immobiles au milieu des fluctuations de la membrane, ou des pincements de la bor-
dure [Hu, 2001, Kloboucek et al., 1999]. Lorsque la concentration augmente, de
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tels points d’adhésion peuvent étre plus grands, et évoluer au cours du temps vers
une seule et unique zone adhérente [Albersdorfer et al., 1997]. Une séparation de
phase en présence des lipides polymeres a été proposée comme moyen de recréer
des ilots d’adhésion similaires aux zones focales d’adhésion observées avec des cel-
lules vivantes adhérant sur un substrat : 'adhésion entre deux molécules déforme
la brosse de polymere, induisant par la des interactions attractives entre couples
clef/serrure.

3.6.5.b Vésicules non adhérentes : méthode “g ”

On utilise la gravité pour que les vésicule se posent sur la surface. En I’absence
d’adhésion, la vésicule est sur un coussin d’épaisseur eq discuté au Chapitre 4. En
présence d’adhésion, ce coussin sera finalement instable et des zones de contact
adhésif vont se former et grandir.

On ne peut utiliser la méthode “\” dans le cas de figure ou la vésicule n’est
pas adhérente : cela conduit pour des vésicules tendues a estimations de valeurs
de tension 100 fois trop petites (de 'ordre de 10~%~7 N/m, ce que l'on attribue
généralement plutot a des vésicules tres fluctuantes [Pécréaux, 2003)).

En étudiant la déformation de la vésicule due a son poids avant toute adhésion,
posée sur son coussin, on peut mesurer directement o. Cette méthode, que 1'on
nommera “g’ pour “sous l'effet de son propre poids” est 'objet du Chapitre
suivant.
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Chapitre 4

Mesure de la tension de vésicules
lourdes

Une méthode simple pour mesurer la tension o d’'une vésicule posée sur une
surface est inspirée de la capillarité : la vésicule se déforme sous l'effet de son
propre poids [Puech and Brochard-Wyart, 2003], comme une gouttelette d’eau
dans de 'huile posée sur une surface en mouillage nul (fg = 0). Le contraste de
densité Ap entre la solution encapsulée et la solution externe (~ 1-10 kg/m?) va
fixer la force qui s’exerce sur la vésicule..

Fic. 4.1 — Vésicule posée sur un substrat, et
écrasant un coussin de liquide d’épaisseur eq :
une vue en fluorescence ou en DIC permet de
mesurer R, le rayon de la vésicule, et une vue
en microscopie interférentielle donne a, le rayon
du méplat formé a cause de la pression imposée
par le contraste de densité Ap entre l'intérieur et
Pextérieur de la vésicule. § est la déformation par
rapport a la sphere (enfoncement).
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CHAPITRE 4. MESURE DE LA TENSION DE VESICULES LOURDES

4.1 Vésicules lourdes posées : détermination de
la tension

Sous l'effet de son poids, corrigé de la pression d’Archimede, la vésicule s’apla-
tit. Pour calculer la taille du méplat, on va assimiler la forme de la vésicule a une
sphere tronquée.

L’abaissement de son centre de gravité, §, est relié au rayon a de la zone
déformée

a’> =2R6 .

Si Ry est le rayon de la sphere avant qu’elle ne se dépose sur la surface, et R celui
apres déformation, la conservation du volume donne

04
R=Ryl1+—
0( +16) )

a
avec, d’apres la géométrie du systeme, 0 = ok [augmentation de surface est

alors
2 0 2 20
AS = 47TR0 1 — 1_6 — 47TR0 = 47TR01—6 .

4

Le gain d’énergie gravitationelle s’écrit alors

0 4 4
F= 47TR81—6 X o — gwApgRg’ X 0 ~ 100? — gﬂApgRg’ X0 .

En minimisant F(J), on tire que

2Apg

§=-—"2R3 .
3 0 °
1 a? 4
Enfin, en posant K? = =Py et 6 = 5%, on arrive a a® = ng;lCQ. Ainsi, la
a 0
mesure de a et R permettent d’estimer la tension o via
4 R}
= —Apg=2

En fait le profil n'est pas celui d’une sphere tronquée, mais plus lisse et le
préfacteur numérique n’est pas exact. Les lois d’échelles sont valables, et la
constante numérique est ~ 1. On peut alors estimer une valeur de o via

R4
o zApg—QO
a

a = (ICRQ) X RQ
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Usuellement, a ~ ym et § = (KRy)? x Ry ~ 0,1 pym.

En fait la vésicule repose sur un coussin de liquide d’épaisseur eg, représenté
sur la Fig.4.1. Pour qu'une telle discussion ait un sens, il faut que ey < §'.

Si les vésicules reposant sur la surface avaient une tension rigoureusement
nulle, ey serait donnée par ’équilibre entre la pression hydrostatique

Ap ~2ApgR
et la pression due aux interactions de Helfrich
OF (kT)?

ED Kep

h:eo

Dans ce cas la, la valeur de ¢q serait de I'ordre du micron. En pratique, la tension
d’une vésicule géante (a cause de cisaillements lors des manipulations ou bien a
cause d'un léger gonflement osmotique) n’est pas nulle. Méme si elle est relative-
ment faible, elle supprime les fluctuations de large amplitude de la membrane.

[KT
Les interactions de Helfrich sont alors gommées au dessus de hy = {/—
o

(pour une tension de 10-¢ N/m, hy ~ 1000 A). L’épaisseur du coussin de li-
quide est alors donnée par 1’équilibre des pressions précédemment écrit, mais ou
I’'on utilise la forme des interactions d’Helfrich en présence d’une tension faible
[Helfrich and Servuss, 1984]

ce qui conduit a ey >~ hg, en négligeant les termes logarithmiques correctifs.

Les forces de surface, méme tres faibles, sont capables de contrecarrer ’action
de la gravité car le module de courbure de la membrane est tres faible (c’est un
objet trés mou) : la vésicule est donc sphérique, sauf au voisinage de la surface, ou
elle est déformée, avec un raccord ressemblant a celui d’une goutte non mouillante
(0 ~ 180°), & cause de son poids [Mahadevan and Pomeau, 1999].

4.2 Reésultats

Des vésicules géantes contenant 1% de lipide Cap-Biotine dans une matrice
fluide de DOPC sont électroformées dans un mélange sucrose/glucose 300 mOsm,
et resuspendues (apres marquage avec Di6-ASPBS) dans une cellule d’observation
dont le verre n’a subi aucun traitement particulier et contenant du glucose 300
mOsm.

'Pour une vésicule de 20um de rayon, ayant une tension de 10~ N/m, on trouve que ey ~
0,1pm et § ~ 0, 5um
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On les laisse reposer au voisinage de la surface de verre et on image la po-
pulation de vésicules une par une. On enregistre une image a 1’équateur en mis-
roscopie de fluorescence, qui permet de mesurer le rayon de la vésicule R, ainsi
qu'une image de microscopie interférentielle, qui permet de mesurer 'extension
de la zone déformée sous l'action de la gravité, a (ici, Ap ~ 6-7 kg/m?3). On peut
ainsi estimer a ’aide des équations précédentes la tension de la vésicule.

4.2.1 Sur une population de vésicules

Dans un premier temps, comme le montre la Fig. 4.2, on peut observer dans
un méme échantillon deux populations distinctes de vésicules. Une partie d’entre
elles, majoritaire, présente un aspect tendu et ’on observe pas de fluctuations
ni de la membrane vue en fluorescence, ni de la zone de contact avec la surface.
Ces vésicules ont une tension qui varie entre 1077 et 107* N/m. Plus la vésicule
est grosse, plus son poids peut la déformer et la mettre légerement sous tension.
On observe que la tension mesurée varie approximativement comme le carré du
rayon de la vésicule?. La deuxiéme sous-population est constituée de vésicules
tres molles, ayant de larges fluctuations thermiques. En mesurant toute la zone
de contact (qui fluctue) pour obtenir une valeur de a, on observe que leur tension
est tres faible (de I'ordre de 1077 N/m, ce qui semble cohérent avec le fait qu’elles
aient de larges fluctuations, et relativement indépendante de leur taille.

Fi1G. 4.2 — Mesure de la tension
d’une population de vésicules re-
posant sur une lamelle de verre.
Deux populations sont observées :
des vésicules n’exhibant pas de
fluctuations, pour lesquelles la
tension varie comme ~ R?, et

120x10°® -
N/m O "dures"
o 108_ & ‘'tres fluctuantes"
80 —

60 —

40

I T I I des vésicules tres fluctuantes dont
0 20 40 60 go R M) 400 . L
la tension est indépendante de la
taille.

4.2.2 Dégonflement doux d’une vésicule

En laissant la cellule d’observation ouverte, on peut effectuer un changement
doux d’osmolarité du milieu externe aux vésicules : I’eau s’évaporant, on concentre

2D’apres [Rossier, 2003], une vésicule soumise & un flux de vitesse U subit une mise sous
tension o ~ nU. Cette mise sous tension peut perturber fortement les vésicules, comme décrit
dans [Abkarian, 2002]. Si cela est du & la sédimentation, on a, pendant celle-ci, 0 ~ nUR ~
ApgR3, ce qui entraine que o ~ R2.
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la solution extérieure en sucre, ce qui entraine le passage d’eau de I'intérieur de la
vésicule vers l'extérieur (Fig. 4.3A). Ce phénomene est relativement rapide (I’eau
a un coefficient de perméabilité de l'ordre du pm/sec [Bernard et al., 2002]). Ce
changement quasistatique d’osmolarité perturbe peu la vésicule, qui se “ramol-
lit” : elle récupere de I'exces de surface car son volume diminue. On peut estimer
I'osmolarité apres un temps t d’observation en mesurant le volume de liquide
restant dans la cellule d’observation?.

eau

Fi1G. 4.3 — Variation de la
tension mesurée par micro-
scopie interférentielle pour
une vésicule en train de
se dégonfler doucement (la
cellule d’observation laissée
ouverte permet a la solution
externe de s’évaporer dou-
cement et de se concentrer
en sucre) — A : schéma du
dégonflement ; B : la zone de
contact s’agradit au fur et

sox10® 4 g a mesure que la vésicule se
o (Nim) dégonfle, et des fluctuations
60 % % de grande amplitudes appa-
. 2 raissent ; C : tracé de la ten-
@ : 3 3 sion en fonction de 1’osmo-
20 i - larité estimée a partir de la
=" variation du volume de solu-
0_

I T T T tion dans la cellule au cours
300 320 340 360

osmolarité extérieure estimée (mOsm) du temps,

On peut ainsi, en suivant la variation de I'image en microscopie interférentielle
d’une vésicule, initialement tendue, suivre ’abaissement de sa tension lors de ce
phénomene (Fig. 4.3B). Tout d’abord, la zone déformée grandit (Fig. 4.3B1 a 2)
mais reste de teinte homogene, puis, apres une trentaine de minute, elle se met
aussi a exhiber de tres fortes fluctuations de niveau de gris (Fig. 4.3B3), ce qui
nous indique que les fluctuations de hauteur (donc de la membrane) dépassent la
centaine de nm. On mesure alors la tension de la vésicule en fonction du temps,
et on peut convertir cela en tension en fonction de l'osmolarité extérieure (Fig.
4.3C). La tension décroit comme prévu, et se stabilise & une valeur voisine de
celle observée pour les vésicules tres fluctuantes du cas précédent.

3La cellule a une forme de rectangle, et on mesure & I’aide d'un réglet la longueur de liquide
restant
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4.2.3 Mise sous tension photoinduite

Des résultats précédemments publiés [Sandre, 2000] ont montré que I'on peut
mettre sous tension des vésicules dont la composition est proche de celle que nous
utilisons, et ce de maniere tres simple : en les éclairant avec la lumiere utilisée
pour exciter le colorant inclu dans la membrane (Fig. 4.4A).

Une vésicule, que 'on a choisi tres fluctuante initialement, est mise sous ten-
sion par “application” de cette lumiere en continu. Pour ce faire, on a introduit
des vésicules dans une cellule, que l'on a laissée ouverte environ 15 min afin
de profiter du dégonflement osmotique précédemment étudié. Puis la cellule est
fermée, et on choisit la vésicule adéquate. Apres avoir imagé sa zone de contact
initialement et mesuré son rayon, on l'illumine fortement et en continu, en pre-
nant des images a des instants choisis de sa zone de contact (Fig. 4.4B). On peut
ainsi suivre la variation de sa tension au cours du temps, au fur et a mesure
qu’elle se met sous tension. La Fig. 4.4C montre cet augmentation de la ten-
sion, de 1077 & 10 N/m. On observe les phénomenes inverses de ceux décrits
précédemment : disparition des fluctuations, puis réduction de la zone déformée.
Aucun pore transitoire n’est observé, étant donné que l’on se trouve en milieu
peu visqueux.

On peut aussi suivre l'intensité de fluorescence de la membrane au cours du
temps, ainsi que son rayon. On observe (représenté sur la Fig. 4.4D en unités
réduites) que lorsque la vésicule commence a se tendre, son rayon diminue et
le colorant commence a subir un photoblanchiement notablement. Tout comme
dans [Sandre, 2000] se pose la question de comment cette mise sous tension s’ef-
fectue, en particulier si elle est due a une éjection de lipides dégradés lors des
phénomenes de photoblanchiment en lysolipides (par exemple) dans la solution,
ce qui correspondrait pour la vésicule a une perte d’aire a volume constant, d’ou
une mise sous tension.

Sur la Fig. 4.5, on montre une telle expérience ou 'on a mesuré la tension de
la vésicule avant et apres pulse lumineux, ainsi que le retour (la re-diminution)
de cette tension lorsque la vésicule est remise dans le noir. Cette relaxation est
sans doute due a la perméation de ’eau sous l'effet de la pression de Laplace.
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: {i:} tension photoinduite
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F1G. 4.4 — Mise sous tension
d’une vésicule sous Ieffet
de la lumiere d’excitation
de fluorescence. La vésicule
est observée en continu en
fluorescence et la mesure
de la tension s’effectue en
prenant des images de mi-
croscopie interférentielle a
différents instants. A : prin-
cipe de l'expérience; B

évolution de la =zone de
contact au cours du temps;
C : variation de la tension
mesurée au cours du temps;
D : superposition en unité
réduite de la variation de
la tension, du rayon appa-
rent de la vésicule et de

—o— tension
—e— rayon apparent
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F1G. 4.5 — Mise sous tension d’une
vésicule par éclairements continus
de fluorescence de durées de plus
en plus longues et relaxation de la
tension.
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Chapitre 5

Vésicules en adhésion faible,
décorées par des fragments de
cadhérines

Dans ce chapitre, nous allons présenter les expériences d’adhésion de vésicules
géantes décorées avec des fragments de FE-cadhérine. Nous détaillerons deux
études de la statistique d’adhésion de tels objets, soit entre eux, soit sur une
surface.

Nous décrivons tout d’abord l'obtention de vésicules géantes “décorables”
par incorporation d’un lipide chélatant, ainsi que les limitations rencontrées.
Nous aborderons alors une étude qualitative de ’adhésion non spécifique de ces
vésicules, due aux ions calcium!, ainsi que les différentes méthodes de protection
des vésicules ou des surfaces de verre pour la contrer. Puis, nous présenterons
une étude semi-quantitative par microscopie de fluorescence de la résistance de la
chélation d’une protéine sur les vésicules. Enfin nous caractériserons, par micro-
scopie de fluorescence et microscopie a force atomique, la décoration d’une surface
par une bicouche fluide capable de chélater une protéine ayant une étiquette his-
tidine.

Dans un second temps, nous présenterons une étude statistique des contacts
fugaces entre vésicules géantes décorées, avant de nous tourner vers I’adhésion de
telles vésicules sur les surfaces décorées que 1’on vient de citer.

Enfin, nous apporterons quelques éléments de discussion sur les résultats de
ces expériences et présenterons quelles pourraient étre les suites a donner a ce
travail.

'Le calcium est nécessaire & I’adhésion spécifique entre cadhérines
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5.1 Préparation de vésicules géantes “décorables”

Plusieurs modes de couplages de protéines a des vésicules (quelle que soit
leur taille) peuvent étre envisagés : ancres lipidiques greffées (par exemple des
céramides [Kloboucek et al., 1999]), groupes réactifs portés par un lipide (sou-
vent a l'extrémité d’'un PEG : par exemple, un groupe maléimide ou NHS qui
peut réagir avec des NHy de surface de la protéine [Perret et al., 2002b)), cou-
plage via le “sandwich” biotine (sur un lipide)/(strept)avidine/biotine (sur la
protéine), “sandwiches” anticorps :antigenes [Heath et al., 2003],... les possibi-
lités sont légions.

Nous allons présenter un couplage par chélation : la protéine portant une
étiquette histidine, elle peut se fixer sélectivement sur un lipide capable de chélater
un ion divalent, Ni?*.

5.1.1 Décoration par chélation

Les fragments de cadhérine que nous utilisons sont purifiés biochimiquement
avec fusion d’une extension en extrémité C-terminale : un hexapeptide d’histidine
(6His) . Afin de conserver leur fonctionnalité et de leur donner une orientation
préférentielle, nécessaire a leurs interactions, on a choisi d’utiliser la capacité
de cette étiquette a reconnaitre 1'ion nickel +II. Celui-ci peut étre piégé entre les
feuillets du mica [du Roure, 2003] ou chélaté par un groupe NTA [Goldstein et al., 1990,
Schmitt et al., 1994, Dorn et al., 1998b, Tareste, 2003b, Sandre, 2000].

La chélation de la protéine est un équilibre chimique qui peut étre défini par
une constante d’association K, ~ 3 uM [Dorn et al., 1998a]. Elle est donnée par

protéine-6His][NTA(Ni)]
[complexe]

K, = [
pour I’équilibre défini sur la Fig. 5.1.
kon
+ D
I(off
surface  protéine taggée protéine
NTA(Ni) libre complexée

Fi1G. 5.1 — Schéma de I’équilibre de chélation d’une protéine marquée histidine
par une surface portant des groupemement NTA(Ni).

Il faut donc a priori se trouver a une concentration supérieure a 3 uM (dans
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la solution) pour que cet équilibre soit déplacé vers la fixation des protéines?.

Afin de réaliser le couplage des protéines-6His avec nos vésicules, nous avons
utilisé un lipide commercial (Avanti Polar Lipid, Alabaster), le DOGS-NTA(Ni)
, livré préchargé en nickel. Sa version sans nickel est aussi disponible pour com-
paraison. Sa description a été effectuée dans le chapitre “Matériel et méthodes
générales”.

Nous allons présenter les différents tests réalisés pour obtenir par électroformation
des vésicules chélatantes en grand nombre, de grande taille et majoritairement
unilamellaires.

5.1.2 Variation du % de lipide chélatant

On a d’abord vérifié que 1’électroformation permet d’obtenir, avec le “lipide
matrice” (le DOPC), des vésicules géantes avec un tres bon rendement. Une
“bonne” électroformation conduit a obtenir de nombreuses vésicules de taille
moyenne supérieure a 20 pm de diametre, a la fois durant ’électroformation (par
transmission) et apres sortie des vésicules de la cellule (par fluorescence, apres
incubation 15-30 min avec 1% (v/v) de di6-ASPBS (560 uM dans EtOH) ). Cest
le critere que nous avons appliqué au cours de cette étude.

On a ensuite effectué des mélanges contenant du DOPC et le lipide chélatant
commercial DOGS-NTA(Ni) a différents %.

5.1.2.a Observations

Les observations, réalisées au moins sur trois électroformations, sont reportées
dans la Table 5.1

Il faut noter que le lipide DOGS-NTA(Ni) , lorsqu’il ne fixe pas une protéine,
se comporte comme un lipide chargé, de charge -1 : les résultats de la Table 5.1
sont relativement semblables a ceux obtenus avec un lipide chargé négativement,
comme le DOPS (des tests effectués ont montré que 1'on peut en inclure jusqu’a
10 ou 20 % au plus). De plus, méme si 'on obtient quelques vésicules pour les
% de DOGS-NTA(Ni) les plus élevés, il faut rester prudent quant a la composi-
tion finale de celles-ci. Des lors que 1’électroformation ne produit pas un grand
nombre d’objets, répartis a peu pres uniformément dans la “cellule de pousse”, on
peut questionner I’homogénéité de la composition des vésicules présentes — une
démixion peut s’étre produite, ou le mélange peut ne pas donner de vésicules... —
chose que l'on a pas réellement la possibilité de vérifier directement et qui peut
varier d'une vésicule a 'autre3.

2Cette définition est inspirée du cas “en solution”. Dans notre systéme, un des composant (le
NTA(Ni) est immobilisé sur une surface [Hochuli, 1999]. Le phénomene qui limite la fixation est
alors la diffusion : il faut que la protéine puisse aller au contact de la surface pour se chélater.
3Des études (par mesure de 'énergie d’adhésion par micropipettes) permettent de pen-
ser que si 'on obtient des vésicules nombreuses a la fois avec la méthode dite “corse” et
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| % DOGS-NTA(Ni) | observations |
0 vésicules tres nombreuses
0.1 idem
0.5 idem
2 idem
) idem
10 idem
20 vésicules peu nombreuses
30 presque pas de vésicules

TAB. 5.1 — Résultats des électroformations a différents % de DOGS-NTA(Ni) :
les observations sont réalisées pendant 1'électroformation et dans un échantillon
(milieux : glucose 300 mM, sucrose 300mM).

Une incertitude demeure a ce stade et est tres difficile a lever : quel est le taux
réel de lipide fonctionnel, c’est-a-dire chélatant un ion nickel 7 Des expériences
d’adhésion (en SFA et avec la technique de micropipettes) effectuées avec des
lipides ayant une téte NTA(Ni) censés étre tous fonctionnels , mettent en évidence
'existence d’une fraction de lipides ne possédant pas d’ion nickel [Tareste, 2003a,
Tareste, 2003b]. Cette fraction risque de jouer un role important par la suite, et
peut varier d’'un lot de lipides a I'autre. Aucun moyen n’a encore été trouvé pour
“doser” in situ une vésicule c’est-a-dire connaitre sa composition réelle. Seule
une étude statistique d’un phénomeéne, pour nous l'adhésion, fera sens, afin de
s’affranchir de cette inconnue.

5.1.2.b % de DOGS-NTA(Ni) nécessaire

On va calculer en ordre de grandeur, la quantité de NTA(Ni) nécessaire pour
recouvrir de maniere dense la surface des vésicules avec une protéine 6His.

On considére la proteine (EC1-EC2 ou GFP) comme un cylindre de ~ 3-4 nm
de diametre [Nagar et al., 1996] se collant sur la surface. Elle occupe une surface
de I'ordre de 20x1071% m?.

Pour une vésicule de diametre 20 pm (surface 120x 107 m?), si 'on considere
qu'une téte de lipide occupe environ 60x1072° m?, on a sur la couche externe
2x10? lipides. 10% sont des lipides NTA-Ni, si I’électroformation s’est idéalement
passée. On présente donc aux protéines lors de I'incubation environ 2x10% sites
de chelation.

I’électroformation, on reconstitue bien dans les vésicules la composition du film lipidique
déposé au départ [Pincet, 2003, Bagatolli et al., 2000]. Cela a été validé pour des lipides chargés
négativement, comme le DOPS ou les lipides & téte NTA(Ni) aux % qui ont “bien marché” a
I’électroformation.
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Au close-packing, on peut fixer environ 10® protéines, soit 5 pour 10 sites, ou
encore 5 pour 100 lipides (1 protéine “couvre” une vingtaine de lipides ). Ainsi,
si la fixation était “100%” efficace, on serait encore proche du close-packing entre
2 et 5% de NTA-Nit,

A 10% en lipide NTA-Ni, Les cadhérines sont & touche-touche, et des sites
NTA-Ni libres subsistent.

Nous avons donc utilisée cette composition lipidique (sauf précision). Elle
correspond au maximum de protéines que ’on peut espérer mettre a la surface
des vésicules, compte tenu de 'utilisation de 1’électroformation et des imperfec-
tions des lots de lipides. L’absence de lipide chélatant fluorescent n’a pas permis
d’effectuer de dosage du lipide in situ .

5.1.2.c Ajout d’un lipide décoré PEG

Les tests d’électroformation ont été effectués avec des compositions variables
en lipide NTA(Ni) et en lipide portant un Poly(Ethylene Glycol) (PEG) greffé.
Les lipides utilisés sont des C18 :n, donc ayant a priori une bonne miscibilité
avec la matrice DOPC (DOGS-NTA(Ni) , DSPE-PEGsg09 , DOPE-PEGygg ).

Les électroformations ont été réalisées tout d’abord avec le DOPC et les lipides
PEG (entre 0,01 et 10 %). Les échantillons obtenus contiennent des vésicules plus
grosses en moyenne que dans le cas sans PEG, unilamellaires et nombreuses, ce
qui est compatible avec ce qui a été reporté dans la littérature (effets d’écartement
des lamelles). Nous nous sommes alors concentrés sur 1'obtention de vésicules de
composition ternaire, c’est-a-dire comportant des lipides NTA(Ni), des lipides
PEG avec une matrice de DOPC.

Nous avons observé qu’avec 10% de DOGS-NTA(Ni) et 5% de lipide PEG
(DSPE-PEG2g00 ou DOPE-PEGsggqy ), les électroformations conduisent a des
vésicules de grande taille (plus de 20 pum de diametre) et a trés peu d’agrégats
multilammellaires.

A cette concentration de 5%, les lipides PEG sont dans un régime proche du
régime “champignon” [de Gennes, Kenworthy et al., 1995]. Pour 45 monomeéres,
c’est-a-dire une masse molaire de 2000 g/mol, la taille du champignon (qui cor-
respond au rayon de giration de la chaine) est ~ 3,4 nm.

5.1.2.d Limitations du milieu d’électroformation

Comme nous l'avons vu, 'électroformation dans des solutions de sucre est
limitée par la charge négative portée par les tétes chélatantes des lipides DOGS-
NTA(Ni) . Ceci est surement du a un effet d’écrantage de la charge de surface
induite par le courant alternatif que 'on impose a la cellule d’électroformation.
Les lamelles ne peuvent étre mises “en mouvement” électriquement de maniere
efficace.

4Ces calculs ne tiennent pas compte d’éventuels flip-flops ou séparations de phase des lipides.

89



CHAPITRE 5. ADHESION FAIBLE : CADHERINES

Nous avons effectué des essais pour encapsuler différents tampons (nécessaires
a la “survie” des protéines) a base de Tris, pH=8 , avec des quantités de sel
variables et avec/sans EDTA (0 ou 1 mM). Nous avons tenté d’électroformer nos
mélanges d’intérét (10% NTA(Ni) et 10% NTA(Ni)/5% DSPE-PEG ou DOPE-
PEG) dans ces solutions afin d’avoir nos vésicules déja suspendues dans le tampon
voulu. Que ce soit dans du TBE (Tris Borate 45 mM EDTA 1 mM) ou dans des
solutions contenant Tris 10 mM ou 45 mM et du sucrose (comme complément a
300 mOsm), le résultat a été tres décevant : peu de vésicules géantes, elles mémes
tres sales (présence de tubes, d’agrégats, contenant des vésicules plus petites).

5.1.3 Conclusions

Par électroformation dans des solutions de sucre d’osmolarité controlée, nous
avons donc réussi a obtenir des vésicules géantes nombreuses, de grande taille
(>10 pm de diametre), unilamellaires et propres, contenant des lipides fonction-
nalisés. Nous n’avons pas réussi a les obtenir directement dans une solution tam-
ponnée a base de Tris, pH=8 saline ou non : il faut donc les transférer dans une
telle solution avant incubation avec des protéines, afin d’éviter la dénaturation
de ces dernieres.

5.2 Adhésion non spécifique due au calcium

Le calcium est un élément déterminant de I’adhésion médiée par les cadhérines :
sans lui, pas d’adhésion. Cet ion est néanmoins un “trouble-féte” car il entraine
I’adhésion non spécifique des membranes. Ce phénomene est assez bien décrit dans
la littérature [Arnold, 1995], mais son mécanisme est encore assez mal connu. Une
explication possible de cette adhésion non spécifique est que l'ion calcium peut
ponter les tétes de lipides. Cette adhésion est relativement forte, elle peut méme
conduire a une hémifusion des membranes.

De plus, elle peut aussi avoir lieu entre la membrane et le verre car celui-ci
est négatif aux pH ou l'on se place.

5.2.1 Vésicules “nues”

Nous avons effectué des tests en microscopie de fluorescence, avec des cel-
lules d’observation fermées dont les surfaces de verre sont nues. Les concentra-
tions en calcium utilisées varient de 1 & 10 mM (dans des solutions de sucre
non tamponnées), pour des vésicules soit composées uniquement de DOPC soit
comportant 10% de NTA-Ni. Pour des raisons de facilité d’observation, celles-ci
sédimentent dans la cellule et sont donc situées au voisinage d'une des parois de
verre.
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F1G. 5.2 — Mousse de vésicules de DOPC seul, en présence de calcium 6 mM.

Sans calcium, I'occurence de doublets de vésicules peut étre considérée comme
nulle. Il n’y a que tres peu de multiplets : ceux-ci semblent venir des imperfections
de I’électroformation. Les vésicules n’adherent pas au verre, comme le montrent
des observations en microscopie interférentielle.

Pour 1 mM et 2 mM, les doublets de vésicules sont en nombre non négligeable
et des vésicules éclatent sur le verre. Les doublets peuvent présenter des invagi-
nations [Sandre, 2000] ou non.

Pour des concentrations supérieures a 5 mM, on voit apparaitre des mousses
d’une dizaine de vésicules (voir la Fig. 5.2). Les explosions sur le verre nu sont
excessivement nombreuses. Les vésicules ne peuvent “survivre” que si elles sont
sur un tapis de vésicules ayant déja explosé : le calcium adsorbé charge les mem-
branes positivement et elles se repoussent. Les vésicules éclatées apparaissent
comme des “flaques” fluorescentes sur le verre.

De plus, pour une raison encore obscure, une partie des vésicules explosent
sur le verre nu lorsqu’elles sont transférées dans un mélange Tris, pH=8 5 mM,
10 mM ou 45 mM / sucre (méme légerement hyperosmolaire).

Il apparait donc qu’il faut, au moins pour des densités de protéine faibles,
ajouter au systéme une répulsion (par exemple, stérique),

— au niveau des vésicules, pour éviter les interactions non spécifiques mem-
brane/membrane médiées par les ions calcium ;
— au niveau du verre, pour éviter de perdre des vésicules par explosion;

ou au moins trouver une expérience de controle permettant de s’affranchir des
composantes non-spécifiques de 'adhésion entre cadhérines, existant a cause du
calcium.
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5.2.2 Vésicules “chevelues”

Une des méthodes couramment utilisées pour se prémunir contre des in-
teractions non spécifiques entre colloides est d’adsorber ou de greffer sur leur
surface un polymere a une densité telle que la “chevelure” créée, de par un
effet stérique, préviendra 'approche a des distances trop faibles des surfaces
[Israelachvili, 1992]. Ceci peut permettre de stabiliser une émulsion ou une sus-
pension [Israelachvili, 1992]. Plus récemment, cette protection a été appliquée
avec succes, moyennant 1'utilisation de lipides greffés PEG, aux stealth vesicles
(les “vésicules furtives”), vecteur breveté de drogues [Lasic, 1993] : leur “corona”
de polymere leur permet de “survivre” dans la circulation sanguine, sans étre
détruites par les lymphocytes.

Nous avons vérifié que la présence de DOPE-PEGyyyy ou de DSPE-PEGggg
a des concentrations ou la répulsion est supposée efficace (déterminé d’apres
[de Gennes, Kenworthy et al., 1995]) permet de diminuer les interactions non
spécifiques dues au calcium. Les résultats de nos observations, en cellules fermées
avec des surfaces de verre nu, sont résumés dans la Table 5.2. Les conditions sont
similaires a celles en 5.2.1.

| [Ca?T] mM | 100 :0 :0 | 95:5:0 ] 90 :0 :10 | 85:5:10 |
0 rien rien rien rien
1-2 doublets, explos® peu d’explos® doublets, explos® peu d’explos®
6 mousses, explos® (+) | peu d’explos® | mousses, explos® (+) | peu d’explos®

TAB. 5.2 — Comparaison des différentes compositions de vésicules vis-a-vis des
interactions non spécifiques dues au calcium — les compositions sont données par

les % relatifs : DOPC :PEGygg :DOGS-NTA(Ni)

Il apparait donc que le PEG réussit relativement bien a protéger les vésicules
et a empecher les adhésions des membranes entre elles, ainsi qu’a éviter les in-
teractions avec le verre des cellules. Les résultats obtenus permettent aussi de
vérifier que le lipide PEG s’incorpore bien dans les bicouches.

Nous avons choisi de travailler avec des vésicules libres densément recouvertes
de protéines, sans “corona” de polymere. Les premiers tests ont montré que I'on
perd néanmoins des vésicules. Nous avons donc cherché a développer un moyen
de protection des surfaces de verre qui soit simple et efficace, afin d’éviter que les
vésicules n’explosent.

5.2.3 Protection des parois de la cellule d’observation

Nous avons essayé divers traitement de surface sur verre tres propre, a la fois
en abscence et en présence de calcium. Il s’agit dans tous les cas de recouvrir la
surface du verre d’'une couche de molécules créant une répulsion stérique et/ou
électrostatique empéchant les vésicules de s’approcher trop pres du verre et d’y
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adhérer (puis exploser). Les résultats sont présentés dans la Table 5.3 ci-dessous.
Les observations ont été faites en fluorescence et en microscopie interférentielle.

| traitement | mode de fixation observations
poly-L-lysine [Sandre, 2000] adsorption éclatements méme sans Ca’T
0,01%; 0,001% — 15 & 30 min
BSA [Sandre, 2000] adsorption “pompe & lysolipides” (tend les vésicules)
5-10 mg/mL, eau — 15 & 30 min surface tres inhomogene
caséine [Roux et al., 2002] adsorption bonne protection des surfaces

5 mg/mL, tampon Imidazole — 15 & 30 min

attention : compétiteur avec 6-His

PEG [du Roure, 2003]

silanisation + greffage

trés peu d’explosions avec Ca’T

TAB. 5.3 — Traitements de surface et leur efficacité en regard des interactions non
spécifiques engendrées par le calcium — un traitement efficace empéche ’adhésion
(suivie généralement de I'explosion) des vésicules géantes sur le verre.

5.2.4 Conclusions

Nous avons observé l'effet du calcium sur les vésicules géantes nues, c’est-
a-dire sans “décoration protéique”. Pour les faibles concentrations en calcium
(de 'ordre du mM), il y a peu d’interactions non spécifiques, mais des vésicules
éclatent sur le verre de la cellule d’observation. Pour des concentrations impor-
tantes, des mousses apparaissent et les vésicules éclatent aussi.

Nous avons cherché a nous prémunir de ces interactions non spécifiques avec
le substrat qui perturbent grandement le systéme en nous faisant “perdre” des
vésicules. Ceci est tres défavorable lors de nos études d’interactions entre vésicules
libres (moins on a de vésicules, moins on a de chances de voir des interactions entre
elles — La Palisse n’aurait pas dit mieux!). Pour ce faire, différents traitements de
surface ont été évalués. Un des plus simples (et efficace, bien str) a été retenu :

'adsorption de caséine’.

Nous avons aussi montré que l'inclusion de 5% de lipide PEGggg (saturé ou
non) permet de lutter efficacement contre les interactions non spécifiques. Le fait
de pouvoir inclure ainsi une répulsion de type stérique nous donne la possibilité
de mimer le glycocalyx. Néammoins, pour de faibles concentrations en calcium
et des densités de cadhérines importantes a la surface des vésicules, on a montré
qu’il ne s’avere pas nécessaire, dans un premier temps, d’ajouter cette répulsion :
la protéine, si elle ne présente pas d’interactions avec le verre, pourra jouer elle-
méme un role de répulsion stérique.

5Prudence... le tampon imidazole contient un compétiteur & la fixation de protéines 6His sur
des groupes NTA : le ringage de la cellule avant usage doit étre soigneux, pour ne pas entrainer
de décrochage de la protéine.
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5.3 Chélation de protéines a “étiquette 6-His”

Afin de tester les capacités de chélation du lipide commercial d’Avanti Polar
Lipids, le DOGS-NTA(Ni) , nous avons fixé sur des vésicules géantes une protéine
fluorescente et possédant une étiquette 6His® : la Green Fluorescent Protein — 6His
(ou GFP-6His). Sa masse molaire est voisine de celle des fragments de cadhérine
(~25 kDa). Nous avons aussi effectué quelques tests avec une cadhérine marquée
en fluorescence.

5.3.1 Visualisation de la fixation
5.3.1.a A l’aide de la GFP-6His

Le fait d’utiliser une protéine 6His intrinsequement fluorescente nous a permis
de visualiser de maniere simple sa fixation spécifique sur des vésicules portant le
lipide chélatant chargé en ion nickel. La Fig. 5.3A présente le principe de la
fixation orientée de la GFP : cette protéine, que I'on peut se représenter comme
un “tonneau”, a un groupe 6His a une de ses extrémités, et peut donc se fixer
perpendiculairement a la membrane. L’orientation moyenne de son chromophore
est connue : il est perpendiculaire a I'axe du tonneau, donc parallele localement
a la membrane.

Protocole Les vésicules sont obtenues avec la composition désirée dans un
mélange sucrose :glucose (1 :1 v/v — 300 mOsm) par électroformation. 100uL
sont transférés dans un tube eppendorf contenant 400 pL. d’'un mélange Tris,
pH=8 / glucose (305-310 mOsm). La sédimentation dure de 30 min a 1 h.

Une fois le surnageant prélevé de facon a ne laisser qu’un volume de 25 pl
contenant bon nombre de vésicules, la GFP est introduite a la concentration
finale de ~10 puM. Ceci permet d’étre stir de déplacer 1’équilibre de chélation vers
la fixation”.

L’incubation dure 45 min, puis une partie des vésicules est prélevée (au fond
de I'eppendorf) et resuspendue dans une cellule remplie de Tris, pH=8 / glucose
légerement hyperosmolaire pour ne pas fragiliser les vésicules. L’observation se
fait alors par microscopie de fluorescence classique ou par microscopie de fluores-
cence a deux photons des lors que la cellule est scellée.

Observations Sur la Fig. 5.3B est présentée une image typique de fluorescence
classique obtenue avec des vésicules contenant 10% de lipide DOGS-NTA(Ni) :
la membrane apparait plus brillante que le fond, signe qu’il y a bien une fixation

bgracieusement fournie par F. Amblard (Institut Curie, UMR 168)

"L’incubation s’effectue sans EDTA : cette molécule chélate les ions divalents, comme le
calcium et le nickel. Elle représente un danger car elle peut extraire le nickel des cages de
chélation, les rendant inactives.

94



5.3. CHELATION DE PROTEINES A “ETIQUETTE 6-HIS”
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FiG. 5.3 — A : Schéma de la fixation orientée de la GFP-6His sur une bicouche
contenant des lipides NTA(Ni); B : images de fluorescence (filtre FITC); C :
images de fluorescence biphotonique avec polarisation (la direction de polarisation
et d’analyse des lumiéres incidentes et émises est représentée par la fleche).

polariseur et analyseur

de la protéine. Le fond est lumineux, du a un exces de protéine en solution.
L’intérieur de la vésicule, tres souvent noir ou tout du moins plus sombre que
I'extérieur, montre que les vésicules ne se sont (pas trop) perméabilisées lors des
différentes étapes de la préparation, surtout pendant l'incubation. Lorsque 'on
utilise 10 % de lipide DOGS-NTA (sans nickel), ou bien si I'on ne met pas de
lipide chélatant (DOPC seul), la fluorescence de la membrane est beaucoup plus
faible. Il reste une fluorescence faible qui la fait ressortir du fond, signe qu’il y a
quand méme un peu d’adsorption non spécifique.

La Fig. 5.3C, réalisée en microscopie de fluorescence biphotonique polarisée,
confirme ce qui vient d’étre dit : les vésicules sont integres (intérieur noir),
marquées en surface par la GFP. L’analyse de la lumiere émise en polarisa-
tion parallele permet d’apporter un élément de plus : les podles apparaissent
plus brillants que I’équateur. Connaissant 1’orientation moyenne du chromophore
dans la protéine, on en déduit que la protéine fixée sur la membrane est majo-
ritairement orientée perpendiculairement a celle-ci (Fig. 5.3A). La fluorescence
résiduelle autour de ’équateur peut étre due a ’existence d’une faible adsorption
non spécifique (la protéine couchée sur la bicouche émet avec une polarisation
aléatoire) ainsi qu’au mouvement des protéines fixées par leur groupe 6His au-
tour de leur axe. Sans l'ion nickel, ce contraste entre poles et équateur est tres
faible.

Des expériences préliminaires ont montré que si 'on ajoute 5% de lipide
PEGsggo, les résultats sont similaires aux précédents, mais il est tres difficile
de comparer les quantités fixées en comparant les intensités de fluorescence... La
présence du PEG pourrait empécher ou du moins ralentir la fixation des protéines
en cachant les sites NTA(Ni).
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5.3.1.b A Paide de fragments de cadhérine fluorescents

Des fragments de cadhérines, marqués en fluorescence avec de 1’Alexa 546
(Molecular Probes Inc.) ont été utilisés pour décorer des vésicules comportant
10% de lipide NTA(Ni).

Le marquage de la cadhérine, effectué par H. Feracci (Institut Curie, UMR
144), est délicat et consomme énormément de protéines, pour un rendement relati-
vement médiocre (1 Alexa pour 3 & 6 protéines). De plus, ce marquage, qui s’effec-
tue par couplage avec des NHy de surface des fragments protéiques, peut jouer sur
la fonctionnalité de ceux-ci et leur résistance au “stockage” (leur dénaturation,
lorsqu’élués peut étre plus rapide). Ceci explique le peu d’expériences menées
avec de tels fragments fluorescents. Le marquage est censé ne pas interagir avec
I’étiquette 6His et donc ne pas jouer sur la fixation des fragments.

Au cours d’une expérience d’adhésion vésicule/vésicule, une incubation menée
a ~ 1 uM nous a permis de conclure que ces fragments se fixaient bien (Fig. 5.4).

00-00 05:52:52:95

F1G. 5.4 — Image de fluorescence de E-cadhérines-
Alexa 546 décorant la surface de vésicules géantes
portant 10% de lipide chélatant, obtenue avec une
caméra intensifiée.

Le faible rendement du marquage et la difficulté a effectuer un dosage en
imageant la fluorescence des vésicules ne permettent pas d’effectuer une quan-
tification de la protéine présente a la surface des vésicules (voir le paragraphe
5.3.2).

5.3.2 Effet du % de lipide chélatant

D’apres les calculs en ordre de grandeur présentés plus haut, nous savons
qu’avec 10% de NTA-Ni les protéines sont au close-packing, si la fixation est
efficace a 100%. Nous avons essayé d’effectuer un dosage relatif par fluorescence de
la quantité de NTA-Ni en surface des vésicules en faisant varier sa concentration
a partir de celle correspondant a cette densité maximale de couverture.

5.3.2.a Protocole et résultats

Les vésicules ont été préparées avec les compositions DOPC :DOGS-NTA(Ni)
données dans la Table 5.4 (seul le % de NTA-Ni est indiqué). Pour l'incuba-
tion, le méme protocole qu’au cours des expériences précédentes a été suivi. Les
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résultats qualitatifs des observations sont consignés dans la Table 5.4. Ils résultent
de l'observation de plusieurs vésicules dans chaque échantillon a différentes posi-
tions dans I’échantillon. La comparaison quantitative des images de fluorescence
est assez délicate (fond variable, potentiellement % de NTA(Ni) variable entre
vésicules d'un méme échantillon,...).

% NTA(Ni) signal de la membrane
par rapport au fond
10 tres marqué
5 faible comparé & celui a 10 %
2 presque imperceptible
0.5 idem
0.1 idem

TAB. 5.4 — Variation du signal de la membrane par rapport au fond en fonction
du % de DOGS-NTA(Ni) dans les vésicules.

Ce qu’il y a d’étonnant ici, c’est que les estimations les plus “pessimistes”
donnent qu’a 2% on devrait encore étre proche du close-packing, et donc avoir
un signal peu différent de celui & 10%. Il semble donc qu’'une partie des lipides,
supposés étre chargés en nickel ne le sont peut étre pas.

5.3.2.b Taux de charge en nickel des lipides

Des expériences d’électrophorese sur gel des lipides apres électroformation
ont été effectuées par A. Fery avec D. Levy (Institut Curie, UMR 168). Les
lipides étant déposés directement sur les électrodes et la tension appliquée étant
supérieure au potentiel rédox du couple Ni II/Ni 0, on peut réduire 1'ion nickel,
qui peut alors se “dé”-chélater.

Apres avoir électroformé des vésicules avec 10 % de DOGS-NTA(Ni) dans du
glucose 50 mM, nous avons plongé la suspension (1 mL) dans de 1’azote liquide.
Nous les avons “lyophilisées” en pompant sous vide pendant plusieurs heures.
Puis le reliquat a été resolubilisé dans du chloroforme, afin de se débarasser le
plus possible du sucre. On a effectué une électrophorese comparative avec du
DOGS-NTA(Ni) seul.

Il n’est pas apparu de bandes séparées attribuables sans conteste a DOGS-
NTA(Ni) et DOGS-NTA | car ces deux lipides sont en trop faible quantité par
rapport au DOPC dans notre préparation (voir Fig. 5.5) : cette méthode de
lyophilisation ne permet en effet que de récuperer une fraction des 150 pug de
lipides déposés (ceux ayant donné des vésicules, soit au plus 10 a 30 %). De
plus, des sucres peuvent rester et perturber I'observation (ils ne migrent pas sous
champ).
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Fic. 5.5 — Gel d’électrophorese des lipides apres électroformation et lyophilisa-
tion : en haut, le reliquat apres électroformation, en bas le témoin a partir de

DOGS-NTA(Ni) concentré. La tache 1 est celle du NTA(Ni) de controle. Les
taches 2 et 3 ne sont pas attribuables de maniere précise a un lipide ou un autre.

Des essais de rechargement en nickel, directement sur des vésicules contenant
10% de NTA(Ni), ont aussi été réalisés.

Les vésicules électroformées sont mises en contact avec une solution de sucre
contenant 1 mM de chlorure de nickel, pendant quelques dizaines de minutes.
Elles sont ensuite dialysées une nuit (avec des boudins de dialyse classiques, le
volume étant proche de 200 pL ) contre la méme solution de sucre, dépourvue
de nickel. Celles qui ont survécu (assez peu...) sont mises en contact avec de la
GFP-6His et le niveau de fluorescence a été comparé a celui de mémes vésicules
n’ayant pas subi ce rechargement. On ne note pas d’accroissement significatif de
la fluorescence des membranes. De plus, on a vérifié que le nickel n’entraine pas
(pour ces concentrations) d’adhésion entre vésicules ou sur le verre, lorsqu’il est
introduit directement dans une cellule d’observation.

5.3.2.c Conclusions

Des différentes expériences menées, on déduit que ’on peut fixer des protéines
sur des vésicules contenant 10% de lipides chélatants chargés en nickel. Cette fixa-
tion semble bien spécifique et orientée (on reverra ce point dans les expériences
sur bicouches supportées en AFM). Mais on ne peut préciser la quantité de
protéines fixées en regard du % de lipide chélatant inclu dans les bicouches par
électroformation. Il se peut qu’elle varie d'une vésicule a ’autre, d’'un échantillon
a 'autre... Les études d’adhésion seront donc essentiellement statistiques pour
incorporer la variabilité de composition des vésicules.

Au final, on a choisi d’utiliser les lipides Avanti ® sans les recharger. Cela
permet d’éliminer une étape dans les protocoles des expériences d’adhésion : plus
il y a d’étapes, plus on fragilise les objets et on en diminue le nombre.

8Des lipides non commerciaux ont été testés lors d’une collaboration avec le laboratoire de
physique statistique de 'ENS et avaient un taux de charge apparemment inférieur a celui des
lipides utilisés ici [Tareste, 2003b]
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5.3.3 Résistance de la chélation

Meéme si I'on ne peut pas doser par fluorescence la quantité de protéine
présente a la surface des vésicules, nous avons essayé d’utiliser la GFP-6His pour
visualiser la “résistance” de la fixation par chélation a la dilution.

L’adhésion des cadhérines étant homophilique, il faut a prior:i se prémunir
contre les interactions entre cadhérines fixées sur la surface des vésicules et les
cadhérines libres subsistant en solution. Il faut donc analyser ce qu’il se passe lors
d’une dilution forte de la concentration résiduelle en cadhérines du milieu ou se
trouvent les vésicules, ceci pouvant entrainer la désorption des protéines. Cette
dilution est comparable a I’élimination des protéines excédentaires.

Tout est alors question de cinétique : soit le décrochage est rapide, et 1'on
risque de perdre ce que I'on avait fixé avant méme de voir un effet d’adhésion ; soit
il est relativement lent, et on peut avoir le temps de faire ’expérience d’adhésion
avant de perdre trop de protéines.

Pour éclaircir ce point, nous avons effectué deux types d’expériences de fluo-
rescence. Pour diluer fortement le milieu extérieur, nous avons choisi de passer
de 10 puM lors de l'incubation (c¢’est-a-dire > K,,) a <1 puM lors de I'observation
(c’est-a~dire < K,,), soit par ringage en continu en chambre a flux, soit par simple
dilution.

5.3.3.a Microscopie de fluorescence classique

En chambre a flux Nous avons tout d’abord utilisé une cellule a flux inspirée
de celle utilisée par H.-G. Dobéreiner et I’équipe de P. Bassereau a I'Institut (voir
Fig. 5.6A).

Les vésicules contenant 10% de DOGS-NTA(Ni) sont sédimentées dans un
mélange Tris, pH=8 / sucre iso-osmolaire avec la solution de sucre interne et
incubées avec la GFP-6His (voir protocole précédent). La cellule est remplie avec
le méme tampon Tris, pH=8 / sucre. Les vésicules sont alors introduites et ob-
servées. On en choisit une de taille respectable, dont on distingue clairement la
membrane du fond environnant?.

Apres avoir imposé un débit de tampon/sucre tel que la vésicule ne bouge pas
trop dans le champ du microscope (de 'ordre du ml/h), on observe en continu la
vésicule en fluorescence pendant plusieurs minutes. Le fond de fluorescence du a
la GFP excédentaire diminue comme on rince la cellule. La variation de 'intensité
de la membrane est présentée sur la Fig. 5.6B : elle diminue au cours du temps.
Cette expérience délicate n’a pu etre menée que sur tres peu de vésicules.

Afin de vérifier si cette décroissance est due au décrochement de la protéine, du

9Nous avons envisagé d’utiliser cette cellule pour étudier ’adhésion entre vésicules via les
cadhérines en modifiant les conditions expérimentale (en calcium) in situ [du Roure, 2003]. Cela
aurait pu induire des contacts ou les rompre. Malheureusement, sa difficulté de mise en ceuvre
(Pintroduction de vésicules géantes est tres délicate) nous a conduit & écarter ces expériences.
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Fi1Gg. 5.6 — A : Schéma de la cellule a flux en Téflon — I’échelle donnée n’est
qu’approximative (le diametre des trous est de 'ordre du mm, volume de 'ordre
de 500 uL ). Le scellement des parties en verre est effectué a la graisse a vide
(pour le collage sur le Téflon) et des joints sont faits avec une colle silicone; B :
exemple de variation de U'intensité (normalisée) de fluorescence de la GFP fixée
sur la membrane, lors d’une expérience en chambre a flux.

a la dilution du milieu extérieur jusqu’au ringage total, nous avons procédé alors
a une série de tests plus simples a mettre en ceuvre, avec une cellule d’observation
scellée comme celle utilisée dans les tests d’adhésion au calcium.

Par effet de dilution Il s’agit, lorsque 'on introduit les vésicules dans la
cellule d’observation, d’induire une dilution de la protéine telle que 'on passe en
deca de la concentration limite correspondant a K.

Protocole Les vésicules (10% de NTA(Ni)) sédimentent d’abord dans un
tampon Tris, pH=8 5 mM / sucre adéquat, puis sont incubées avec la GFP a 10
1M pendant 45 min. 1 a 5 pLL d’entre elles sont introduites dans une cellule de 50
uL que l'on scelle. L’observation débute apres 5 a 10 min d’attente (les vésicules
sédimentent et sont alors plus faciles a repérer).

Observations Un exemple de suivi en continu de la fluorescence du fond et
de la membrane sont présentés sur les Fig. 5.7A et B.

Une premiere analyse naive des expériences préliminaires, basée sur la varia-
tion de la différence entre les intensités de fluorescence de la membrane et du
fond (Fig. 5.7A et B) peut faire penser que 'on a bien un lent mais quantitatif
décrochage de la protéine. Mais il faut considérer que 'on compare en fait une
protéine “a4 deux dimensions” (sur la membrane) et une protéine “a trois dimen-
sions”. Le phénomene de bleaching peut alors ne pas étre le méme (la protéine
libre pouvant elle diffuser, en quelque sorte se “renouveller” localement). Nous
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Fi1G. 5.7 — Résistance de la chélation par effet de dilution : A images en fluo-
rescence de la GFP-6His décorant une vésicule qui porte 10% de NTA(Ni); B :
e fluorescence de la membrane o fluorescence du fond (en encart, différence des
deux) en fonction du temps, en fluorescence continue ; C : pour trois vésicules dans
trois préparations différentes, on a tracé I’évolution du contraste de la membrane
au cours du temps : (noir) suivi de la vésicule en fluorescence continue, (blanc)
imagée en fluorescence + suivi de la vésicule en transmission entre deux images,
(gris) imagée en fluorescence + mise dans le noir entre deux images (“shutter
manuel”). La décroissance du contraste s’avere faible.
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avons suivi le contraste de la membrane par rapport au fond défini par

I membrane — I fond

contraste =
I membrane + I fond

afin de réellement nous affranchir du bleaching, indépendamment du lieu ou se
trouve la protéine. Nous avons réalisé trois types d’expériences : (i) observation
en fluorescence en continu en éclairant avec la lampe a mercure; (ii) observation
discontinue en fluorescence, avec suivi intermédiaire de la vésicule en transmission
afin de ne pas la perdre; (iii) observation discontinue en fluorescence sans suivi
intermédiaire (“shutter manuel”). La complexité de I'expérience varie de (i) a
(iii)... La prise d’image en fluorescence pour les méthodes (ii) et (iii) dure 5 a 10
secondes. Des courbes obtenues de ces trois manieres sont présentées sur la Fig.
5.7C.

La tendance globale est bien a une diminution du contraste, mais cette dimi-
nution est tres faible (on a fait figurer sur la Fig. 5.7C des tendances linéaires de
décroissance pour faciliter la lecture), et ce quelle que soit la méthode utilisée,
sur environ une heure d’expérience.

Cette discussion est tres qualitative du fait des incertitudes sur 'homogénéité
des vésicules dans un méme échantillon et sur le taux de charge réel des lipides
en ion nickel. Elle ne prend pas en compte d’éventuels décrochages de protéines
photoblanchies-réaccrochages de protéines intactes, dues a 1’équilibre existant
entre la solution et la surface de la vésicule.

Nous pouvons tirer de ceci que le décrochage peut avoir lieu (lors d’un ringage
des surfaces, ou d’une forte dilution), mais qu'’il est surement cinétiquement
défavorisé. Ceci est confirmé par les biologistes qui utilisent des billes NTA (Ni)1°
pour stocker leurs fragments de cadhérines et on mesuré le relargage au cours
du temps [Feracci, 2003], ainsi que par les autres membre du laboratoire s’étant
penchés sur la question [Silberzan, 2003, du Roure, 2003]. Les variations de si-
gnal observées ne sont donc dues (majoritairement) qu’au bleaching de la protéine
utilisée.

5.3.3.b Microscopie de fluorescence biphotonique

Afin de corroborer la conclusion précédente, nous avons effectué un autre type
d’expériences “de dilution” semblables a celles du paragraphe 5.3.3.a, mais dans
lesquelles le bleaching de la GFP est en principe quasi-inexistant.

Le suivi des vésicules est différent : on les observe en microscopie de fluo-
rescence a deux photons. Cette méthode est bien connue pour, intrinsequement,
générer moins de bleaching dans les échantillons observés et permettre une meilleure
localisation des protéines due a une meilleure localisation spatiale de I'excitation.

10T es billes poreuses présentent une grande surface de capture (“un grand nombre de sites”)
comparativement a nos vésicules.
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Entre deux prises d'image (qui durent de I'ordre de 2 secondes), I’échantillon
n’est pas éclairé. L’intensité incidente est maintenue constante. Une courbe ty-
pique du contraste d’intensité de la membrane est présentée sur la Fig. 5.8. On ob-
serve que le contraste est meilleur que dans les expériences précédentes, résultant
d’une excitation plus localisée et d'une détection plus sensible (par photomulti-
plicateur). Le contraste de la membrane n’a pas, dans ce type d’expérience, varié

0.7 o contraste

Z:z:‘ IR SRl bbb Fiac. 5.8 — Résistance de la chélation
o] par effet de dilution : observation en
03 fluorescence a deux photons non po-
0.2 larisée (les intensités sont normalisées)
0.1 — entre chaque image, la fluorescence
t (min)
T

0.0, n’est pas excitée.

en intensité de fluorescence de maniere notable au cours du temps : cela confirme
I'idée que la décroissance du signal observée précédemment en microscopie de
fluorescence classique est due au bleaching.

5.3.4 Conclusions

On peut donc fixer de maniere orientée, spécifique, des protéines ayant un
groupe 6His, dont les fragments de cadhérine qui nous intéressent, a la surface de
vésicules géantes portant des sites de chélation au nickel. Cette fixation apparait
comme cinétiquement favorisée, et résiste (du moins sur des temps de l'ordre de
I'heure, ce qui correspond & nos durées d’expériences) a une raréfaction de la
protéine libre.

5.4 Décoration des surfaces de verre avec des
protéines a “étiquette” histidine

Afin d’étudier ’adhésion des vésicules géantes sur des surfaces, via nos frag-
ments de cadhérine marquées 6His, nous avons développé une méthode de fonc-
tionnalisation de la surface du verre par des groupements capables de chélater
des ions nickels.

Des essais préliminaires, utilisant du mica clivé [du Roure, 2003], entre les
feuillets duquel des ions nickels peuvent s’intercaler, ont donné des images de
microscopie interférentielle de pietre qualité. Nous avons donc choisi de déposer
une bicouche par fusion de petites vésicules, contenant des lipides NTA(Ni) sur
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du verre tres hydrophile. Ceci permet en outre de conserver une possible mobilité
des especes en surface.

Ce qui suit présente la visualisation, par différentes techniques (fluorescence,
AFM), de la présence et de la fonctionnalité de la bicouche déposée.

5.4.1 Microscopie de fluorescence

Nous avons vérifié la présence de la bicouche déposée en utilisant les micro-
scopies de fluorescence a un et deux photons. Nous verrons dans les paragraphes
suivants des arguments permettant de dire qu’il s’agit bien d’une seule bicouche.

5.4.1.a Fluorescence classique

Nous avons imagé en fluorescence a un photon, a ’aide d’une caméra inten-
sifiée, des défauts dans la bicouche, lorsqu’elle est marquée soit par un lipide NBD
ou par Di6ASPBS. Ces défauts peuvent étre la limite entre le bord de la cellule
et la partie du verre fonctionnalisée, la limite d’une bulle d’air, des rayures sur le
verre, ou bien la limite entre une zone démouillée intentionnellement et la partie
non démouillée (le type de défaut varie avec la vitesse de démouillage des zones).

Avec plus ou moins de contraste !, nous avons pu observer des zones non
brillantes se détacher d'un fond continu de fluorescence (Fig. 5.12A et B). En
incubant une bicouche non marquée avec de la GFP-6His (typiquement dans les
mémes conditions que les vésicules géantes), on a observé que I’'on pouvait révéler
la zone décorée (Fig. 5.12)C). On a aussi observé que, si les petites vésicules ne
sont pas suffisamment soniquées, des amas de lipides présents forment des points
brillants, parfois des fils, sur les bicouches.

5.4.1.b Deux photons (T. Pons, ESPCI)

Les mémes expériences ont été reproduites avec le microscope a deux photons.
Nous avons imagé des bicouches homogenes en fluorescence, qui ne présentent
pas de gros défauts visibles, en utilisant un marquage avant formation des pe-
tites vésicules (NBD) ou apres (Di6ASPBS). Des images sont présentées sur la
séquence de la Fig. 5.10A.

Nous avons, de plus, pris des séries d'images a différentes altitudes autour de
la lamelle ou la bicouche est déposée apres ringage de la cellule, afin de vérifier
lefficacité de celui-ci. La fluorescence est tres confinée au voisinage de la lamelle,
il n’en reste plus en solution.

A T'aide d’un montage contenant un composant électro-optique, nous avons
effectué des expériences de “retour de fluorescence apres photoblanchiement”
(FRAP). On bleache localement les chromophores, pendant 5 sec typiquement,

1T orientation moyenne du groupe chromophore par rapport au plan de polarisation de la
lumiere incidente est un parametre important.
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bicouche

F1G. 5.9 — Images de fluorescence a un
photon de bicouches déposées par fu-
sion de petites vésicules : A : bicouche
démouillée partiellement, marquée avec
Di6ASPBS; B : zone de défauts,
lors d’'un démouillage/remouillage tres
rapide; C : bicouche partiellement
démouillée, visualisée par fixation de
GFP-6His

verre nu o bicouche-GFP G

et on regarde leur retour par diffusion. Une séquence d’images est présentée Fig.
5.10A, ot une zone en forme de “D” a été photoblanchie. La fluorescence revient
relativement rapidement. On peut alors tracer la cinétique de retour de fluores-
cence, pour un petit carré de quelques centaines de pum?, suivant que le colorant
est un lipide NBD ou Di6-ASPBS (donc dans la bicouche) ou bien la GFP-6His
attachée sur la téte d’un lipide (Fig. 5.10C).

On observe que le retour est plus lent dans le cas de la protéine. Connais-
sant la taille d du carré photoblanchi et le temps ¢ de retour a une intensité de
fluorescence homogene, on peut en tirer un ordre de grandeur du coefficient de
diffusion D des especes colorées par d? ~ 2Dt, ce qui donne pour le lipide NBD
D ~ 70pum? /s, et pour la protéine D ~ 10um?/s. Ces valeurs sont un peu élevées
par rapport aux données de la littérature (D ~ 1um? /s pour un lipide classique),
mais la technique utilisée ne permet pas de mesurer des coefficients de diffusion
avec une tres grande précision (scanning + intégration sur toute la zone, plutot
que suivi d’'un front).

5.4.1.c Conclusion

On peut dire qu’une bicouche est bien déposée sur le verre. Elle est fonction-
nelle et fluide : les lipides (et les protéines qui y sont attachées via des lipides)
peuvent y diffuser plus ou moins librement.

5.4.2 Microscopie a force atomique

Nous avons visualisé par microscopie a force atomique (ou AFM), avec I'aide
de S. Scheuring (UMR168, PCC/IC), une bicouche supportée fabriquée par fusion
de petites vésicules. La technique utilisée ne sera pas décrite en détails ici, mais
peut étre trouvée dans [Scheuring, 2000, Rinia, 2001]. Tres brievement, une pointe
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F1G. 5.10 — Images de fluorescence a deux photons de bicouches déposées par
fusion de petites vésicules : A : sur la derniere image de la séquence, on voit la
limite entre la bicouche marquée avec un lipide NBD et le bord de la cellule; les
autres images montrent une séquence de “FRAP” : on photoblanchit une zone,
et la fluorescence revient par diffusion de la molécule fluorescente, la bicouche est
donc bien fluide; B : tracé de l'intensité observée lors d'un balayage en z de la
cellule; la fluorescence est localisée autour de la lamelle, la cellule est donc bien
rincée ; le retour de la fluorescence via la fusion de vésicules restant en suspension
est écarté; C : Tracés de cinétiques de retour d’intensité de fluorescence lors
d’expériences de “FRAP”, avec un lipide marqué NBD ou de la GFP chélatée
par les lipides NTA(Ni)
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fine est utilisée pour balayer la surface d’un échantillon. Sa déformation due a la
topologie de la surface est suivie par déflexion d’un faisceau laser.

Le microscope utilisé est un Nanoscope E équipé d'une chambre a liquide,
fonctionnant en mode contact a force constante. La fréquence typique de balayage
est de 5 Hz et la cale piézoélectrique a une course de 150 pm (cale J). Les pointes
sont des pointes Olympus de 100um ayant une raideur de 0,1 N/m. Le tampon
d’observation est composé de 10 mM de Tris HCI, pH=7,5 150 mM KCL.

5.4.2.a Protocole

Une surface de mica fraichement clivée est mise en contact avec une goutte de
suspension de petites vésicules contenant 10% de DOGS-NTA(Ni) . Le volume
de la goutte est ajusté de fagon a ce que le rapport surface disponible/volume
de vésicules soit similaire a celui employé lors des expériences de fluorescence.
Les vésicules fusionnent avec la surface pendant 15 a 20 min, puis la surface
est rincée soigneusement avec le tampon de mesure. La téte de 'AFM est alors
montée et on image la bicouche. On éloigne la pointe de la surface et on introduit
in situ la GFP-6His a une concentration voisine de 5 uM et on laisse incuber
pendant 35 min. Apres un ringage soigneux, on image alors la surface. On éloigne
de nouveau la pointe et on introduit alors in situ une solution d’imidazole a 250
mM similaire a celle utilisée lors du décrochage de protéines 6His d'une colonne
de séparation NTA(Ni). Apres 15 a 20 min, on rince soigneusement la cellule et
on image la surface, en mesurant la hauteur de ce que l'on observe, a 'aide de
défauts présents. La zone imagée lors de ces trois étapes est donc la méme.

5.4.2.b Observations

Lors de la premiere étape (Fig. 5.11A), on observe que l'on a une hauteur
moyenne assez homogene sur la zone parcourue (ce qui se traduit par une “cou-
leur” moyenne assez homogene). On apergoit quelques zones noires, qui font ~
1 pum de diametre, et qui correspondent a des trous. Grace a eux, on peut donc
dire que l'on a bien déposé quelque chose sur la surface du verre. En grossisant
une zone et en analysant un profil de hauteur avec un trou (Fig. 5.11D et E), on
mesure ’épaisseur de ce qui a été déposé, soit 4-5 nm, ce qui correspond bien a
une bicouche avec une couche d’eau intercalée. Par analyse de I'image, on peut
estimer la fraction de surface non couverte a ce stade par les lipides, soit ~7%.

Dans la deuxieme étape,la topologie observée est assez homogene sur la zone
observée, meme la ou des trous avaient été vus dans la bicouche. La couche de
protéine semble donc assez dense, et on mesure une augmentation de hauteur,
compatible avec la présence d'une protéine GFP perpendiculaire a la bicouche (de
I'ordre de 10 nm) . On ne peut imager les protéines individuellement. Le ringage
de la protéine excédentaire se fait de maniere assez drastique pour éviter des
interactions génantes avec la pointe : on a éliminé quasi-totalement la protéine
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Section Analysis

Fic. 5.11 — Images en AFM de bicouches déposées par fusion de petites vésicules :
A : bicouche contenant 10% de DOGS-NTA(Ni) apres rincage (la zone fait 50um
x50um , 1’échelle de hauteur (en nm) en niveaux de couleur est a gauche pour
chaque image — il y a moins de 10% de la surface qui sont sans membrane). On
voit quelques petits trous qui apparaissent en noir; B : méme zone, imagée apres
incubation 35 min avec de la GFP-6His. La hauteur moyenne mesurée a augmenté
d’'une dizaine de nm, ce qui correspond a une protéine “debout” et la topologie
de la surface est différente, signe que l'on a bien ajouté quelque chose sur la
bicouche; C : apres incubation 20 min avec une solution a 250 mM d’imidazole
pour décrocher les protéines et rincage. On a décroché la protéine et on image de
nouveau la bicouche. Certains trous se sont scellés; D : zoom sur la zone encadrée
dans A ; E : profil de hauteur obtenu par un scan le long de la ligne dessinée sur
D : on mesure une hauteur moyenne de la bicouche grace au défaut, de 'ordre
de 4-5 nm, ce qui est compatible avec I'épaisseur d’une bicouche supportée avec
une couche d’eau intercalée.
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en solution. On réussit & imager (et ce plusieurs fois de suite, afin de prendre
des sections et des images) une couche de protéines relativement dense apres
rincage, ce qui est en faveur d’'une fixation de la protéine résistant au lavage sur
des échelles de temps de I'heure.

La troisieme étape, ou 'on re-image la bicouche (par comparaison des hau-
teurs relatives), montre que la fixation de la protéine sur la surface est essentiel-
lement spécifique, via 1’étiquette 6His. De plus, on observe que certains trous se
sont scellés, ce qui est compatible avec les observations de [Radler et al., 1995,
Cremer and Boxer, 1999] lors de création de défauts dans une bicouche.

Fic. 5.12 — Image AFM d’une zone de 15um
x 15um de bicouche, avec présence de défauts
(“trous”). On apercoit presque les bordures
entre zones de fusion de vésicules, ce qui cor-
repond bien a un mécanisme par adhésion
et explosion de vésicules, puis fusion des
différentes zones pour former une bicouche
unique.

5.4.2.c Conclusions

On dépose donc par fusion de petites vésicules portant un lipide chélatant
une bicouche unique qui est relativement continue. Ses défauts sont capables
de cicatriser si on laisse un exces de vésicules en suspension ou bien le temps
aux lipides de mouiller la surface. Elle est fonctionnelle et la décoration par des
protéines ayant un groupe 6His se fait de maniere spécifique et orientée, et résiste
bien au lavage de la protéine libre en solution.

5.5 Adhésion entre vésicules géantes : contacts

fugaces
Ayant pour acquis le fait que les vésicules géantes portant des lipides DOGS-
NTA(Ni) peuvent chélater de maniere robuste des protéines 6His, nous nous

sommes tournés vers 1’étude de 1’adhésion entre vésicules géantes décorées avec
les fragments EC'12 de E-cadhérine marquées histidine.
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Des expériences préliminaires ont montré l'occurence de rares doublets de
vésicules décorées en présence de 1 mM de calcium, mais il était relativement dif-
ficile de distinguer les cas adhésifs (avec calcium) et non adhésifs (sans calcium).
De plus, des études portant sur ces protéines a 1’échelle de la molécule unique
[Perret et al., 2002a] montrent que les interactions entre les fragments choisis sont
de courte durée et de faible force.

Nous avons donc choisi d’effectuer une étude statistique du nombre de multi-
plets au cours du temps au sein de populations de vésicules décorées par EC12,
en présence ou non de calcium. Les vésicules sont libres et peuvent se rencontrer
ainsi de maniere aléatoire (effet de convection). Si elles interagissent, on devrait
voir de plus en plus de doublets et de structures plus complexes, bougeant de
concert, au cours du temps.

5.5.1 Réalisation de I’expérience

Nous allons présenter ici le principe d’une telle expérience, les conditions qui
doivent étre réalisées pour l'effectuer et le protocole développé.

5.5.1.a Principe

Il s’agit de recenser dans un échantillon les “éléments” adhérents d’une po-
pulation de vésicules. Pour ce faire, on prend des photos (en microscopie de
fluorescence classique, non moyennées) de différentes zones de la préparation.
Chaque zone est prise en photo 10 & 15 fois a des intervalles de temps de 1'ordre
de la seconde. On prend une (ou plusieurs) zones en photo toutes les 20 minutes,
depuis l'introduction des vésicules dans la cellule, sur des durées allant jusqu’a
I’heure.

La premiére succession d’images (toutes les secondes, sur le méme site) permet
de prendre en compte des “couples” transitoires de vésicules perdurant plus que la
durée supposée de la liaison cadhérine-cadhérine (~ 1 sec [Perret et al., 2002al).
La deuxieme (différents sites au cours du temps) permet d’établir une statistique
de contacts au cours du temps : il a en effet été mis en lumiere que 'action du
calcium sur 'adhésion des fragments sur billes était optimale apres un certain
temps (de l'ordre de la demi-heure, [Feracci, 2003]).

Si les protéines génerent de ’adhésion entre vésicules, le nombre d’objets com-
posés de plusieurs vésicules devrait augmenter au cours du temps et on devrait
finir par avoir de nombreux agrégats.

5.5.1.b Comptage

La méthode comptage est inspirée des techniques classiques de comptage
de billes en biologie, avec la difficulté supplémentaire de ne pouvoir vraiment
controler facilement les densités de vésicules dans les cellules d’observation et le
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fait que les vésicules sont des objets tres polydisperses en taille et en tension de
surface.

Deux comptages sont effectués simultanément, celui du “nombre d’objets”
et celui du “nombre de vésicules”. Le premier est obtenu en considérant qu’une
vésicule “célibataire” compte pour un objet, tout comme un “doublet” qui appa-
rait adhérent, ou un multiplet d’ordre supérieur. On dénombre ainsi de maniere
différenciée les singulets, les doublets, les triplets et les ensembles n > 3 vésicules.
La somme donne le nombre d’objets “adhérents” dans la photo, Ny,. Par des
multiplications idoines et une sommation, on obtient (sans double comptage)
le nombre de vésicules présentes dans la photo, N,.s. Une illustration de cette
méthode est présentée sur la Fig. 5.13.

N
On porte alors en fonction du temps le rapport n = obj , qui permet de

. . , . , Nves .
voir si une tendance se dégage, en fonction de la présence de calcium, du temps

d’incubation avec ce dernier, ou de la composition de surface des vésicules.

FiG. 5.13 — Photographie d’une zone :
on a entouré trois cas, un singulet,
un doublet et un triplet; a ce point
du comptage, le nombre d’objets est
Nepj =1+ 141 = 3 et le nombre de
vésicules est Npes = 1 +2+3 =6. La
barre mesure 15 pm.

Un des problemes liés a cette méthode est le choix du critere d’adhésion :
la fluorescence n’apporte pas de critére absolu a ce niveau la. On peut penser
que deux vésicules sont suffisamment proches pour coller lorsqu’au niveau de la
zone présumée de contact la fluorescence est voisine de la somme des intensités
de fluorescence des deux vésicules séparées. C’est le critere qualitatif que 'on a
utilisé. Cependant, on n’a aucune vraie évidence de ce qui se passe dans la zone
de contact.

Un autre probleme est le choix d’une expérience témoin : on a choisi d’effectuer
une expérience de comptage avec et sans calcium, en tout points identiques (c’est-
a-dire avec le méme lot de protéines), et de les comparer entre elles, pour chaque
% de lipide chélatant.

5.5.1.c Conditions

Afin de réaliser ces expériences, il est primordial d’avoir beaucoup de vésicules.
I1 faut les faire sédimenter de maniere tres efficace, les manipuler avec beaucoup
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de délicatesse, afin d’en conserver le plus grand nombre. Il faut aussi travailler
avec des électroformations s’étant déroulées de maniere optimale. De plus, il faut
protéger la surface du verre avec un traitement ad hoc afin de ne pas perdre de
vésicules par éclatement ou les empecher de diffuser les unes vers les autres a
causes d’interactions, dues au Tris ou au calcium, avec la surface. Il faut aussi
choisir des zones ou les vésicules sont nombreuses, mais pas trop, afin d’établir
une statistique avec beaucoup d’objets tout en évitant d’avoir des objets en close-
packing. Cette derniere situation ne permet pas de dire s’ils collent ou sont sim-
plement compressés les uns avec les autres. Au final, on prend des zones telles
que celle présentée sur la Fig. 5.13. Les vésicules font en moyenne 5 a 15 pym de
diametre.

5.5.1.d Protocole

Les vésicules géantes sont préparées par électroformation dans une solution
sucrose :glucose (300mOsm) et contiennent 10% ou 0,1% de DOGS-NTA(Ni) .
200 pL de cette suspension sont sédimentées dans 800 pL de glucose/Tris 5mM
pH=8 (305-310 mOsm) une nuit entiere a 4°C dans un tube eppendorf fermé. On
a observé que les vésicules supportent assez bien cette étape. Une fois 950 uLi de
surnageant prélevé, le culot, qui contient la quasi-totalité des vésicules, est marqué
par perfusion avec 2% (v/v) de Di6ASPBS (560 uM , dans EtOH) pendant 15 a
30 min. Les protéines, qui ont été transférées par dialyse dans le méme mélange
glucose/Tris, sont alors introduites de fagon a étre a la concentration finale de 10
uM . L’incubation dure 45 min.

Une cellule d’observation est réalisée avec 4 épaisseurs de parafilm collées
par chauffage entre une lame et une lamelle (ESCO, verre flotté ultra propre)
[Sandre, 2000]. Son volume est ~ 50uL . Une solution de caséine (5 mg/mL dans
un tampon imidazole) fraichement réalisée est introduite, et laissée incuber 20
min. Elle est ensuite rincée tres soigneusement avec plusieurs fois son volume en
glucose/Tris. Dans de telles cellules traitées, des vésicules nues en présence de 1
mM de calcium n’éclatent pas sur le verre, et des vésicules décorées avec de la
GFP-6His peuvent y étre conservées quelques heures.

Le calcium est introduit apres incubation dans le tube contenant les vésicules
(afin d’avoir un milieu relativement homogene) & une concentration finale de 1
mM. Apres 1 & 2 min, on introduit U'intégralité (~ 50uL ) de la suspension dans
la cellule passivée, que 1'on scelle avec une pate inerte. Les vésicules sédimentent
alors en quelques minutes au voisinage de la surface inférieure de la cellule,
ce qui facilite leur observation. On n’a pas cherché a éliminer les cadhérines
excédentaires présentes en solution sur les conseils d’H. Feracci car on se trouve
en deca de la concentration limite (~40 puM ) ou elles s’aggregent en solution
[Chappuis-Flament et al., 2001, Feracci, 2003].
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5.5.2 Résultats des expériences

Pour chaque temps qui apparait dans les graphiques présentés, au moins 500
a 600 vésicules ont été comptées a la main, en pointant chaque objet sous Pho-
toShop. La procédure de détection est presque impossible a automatiser (il est
facile de détecter le contour d’'une vésicule, mais pas de détecter, sur une popu-
lation hétérogene en taille et en signal de fluorescence, les multiplets... voire de
compter des singulets, sachant que seule la membrane, fine, fluoresce).

F1G. 5.14 — Visualisation des contacts furtifs, en présence de calcium.

Les résultats sont présentés sur la Fig. 5.15 pour deux compositions (10%
et 0,1%) en lipide chélatant, avec les valeurs obtenues pour deux ensembles
d’expériences en présence de calcium ayant eu lieu deux jours successifs (avec
le méme lot de cadhérine), ainsi que sans calcium. Les barres d’erreur ont été
estimées a raison d’'une erreur de comptage d’'une vésicule au plus par image.

Aucune tendance n’apparait (Fig. 5.15A et B). On ne note pas d’évolution
notable au cours du temps du parametre suivi, pour chacun des cas. Les doublets
vus sur une image, n’apparaissent généralement plus sur la suivante, soit une
seconde apres. On ne note pas non plus de différence entre les cas avec et sans
calcium, ou d’influence d'un vieillissement de la protéine entre les expériences
menées en calcium a un jour d’intervalle. A ce stade, on ne peut donc dire avoir
vu une adhéston médiée par les cadhérines dans ces interactions entre vésicules
libres.
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F1G. 5.15 — Résultats des comptages de contacts furtifs, en présence ou non de
calcium, entre vésicules décorées par les fragments EC'12 de E-cad. On a porté

Nopj
n= N—b] au cours du temps. A : avec 10% de DOGS-NTA(Ni); B : avec 0,1% .
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L’étude de deux compositions relativements différentes en DOGS-NTA(Ni)
permet d’écarter I’encombrement moléculaire des surfaces comme source pos-
sible de cette non-adhésion (pas assez de protéines entrainent peut étre moins
d’adhésion, mais trop de protéines peuvent les empecher de s’interpénétrer suffi-
samment pour que les interactions aient lieu). On ne note aucune différence entre
les comportements des deux populations de vésicules de composition différente
comme le montre la Fig. 5.16.
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Fic. 5.16 — Résultats des comptages de contacts furtifs, en présence de calcium
pour les deux compositions de vésicules.

5.5.3 Conclusions

En effectuant des statistiques sur l'interaction entre vésicules libres, décorées
de fragments de cadhérine, nous n’avons pas observé de réponse a ’ion calcium au
cours du temps. Nous n’avons pas observé d’effet de la composition des vésicules
géantes, ce qui exclue un effet d’encombrement moléculaire des interfaces.

Des problemes intrinseques aux vésicules de grande taille sont apparus, par
exemple le mouvement en z des vésicules géantes “de petite taille” qui perturbe le
comptage (elle sortent du plan focal entre deux images), I'inhomogénéité des ten-
sions des objets (certains fluctuent, d’autres sont tendus), et surtout l'obligation
d’utiliser un critere d’adhésion somme toute approximatif. Des expériences simi-
laires en microscopie électronique avec des petites vésicules doivent étre menées
par un laboratoire de Paris VII au sein du Programmme Incitatif et Coopératif
“Adhésion”.

115



CHAPITRE 5. ADHESION FAIBLE : CADHERINES

Nous avons donc abandonné ce type d’expérience. Il nous est apparu que les
protéines n’avaient peut-étre pas le temps de s’organiser afin de créer des liens
suffisamment forts pour résister a la séparation des objets par les fluctuations de
la membrane et le mouvement brownien des objets eux mémes.

Nous nous sommes donc tourné vers des expériences d’interaction entre vésicules
et surfaces décorées de maniere complémentaire. Les vésicules sont amenées au
voisinage de la surface par la gravité. Elles peuvent y demeurer longtemps, et
ceci peut laisser le temps a des interactions faibles de se construire. Nous allons
détailler ces expériences dans les paragraphes qui vont suivre.

5.6 Adhésion entre vésicules géantes et surfaces
décorées : points d’adhésion

Nous allons décrire les expériences d’adhésion entre une bicouche supportée
et des vésicules géantes, décorées par des fragments de cadhérine. La zone d’in-
teraction entre les vésicules et la surface est suivie en microscopie interférentielle.

5.6.1 Reéalisation des expériences
5.6.1.a Protocole

Des vésicules soniquées et des vésicules géantes sont préparées suivant les
méthodes indiquées dans la partie “Matériels et méthodes”. Elles ont la méme
composition et contiennent 10% mol/mol de DOGS-NTA(Ni) .

Les vésicules géantes sont préparées dans un mélange sucrose/glucose 1 :1
(300 mOSm). Deux échantillons (de travail, 200 uL et de contrdle, 100 uL resp.)
sont marqués par perfusion a 2% v/v avec une solution éthylique de Di6ASPBS
a 560 uM pendant une demi heure. On ajoute alors délicatement quatre fois leur
volume de glucose/Tris 5mM pH=8 (315-320 mOsm), et on laisse sédimenter les
vésicules pendant au moins une heure. Puis on élimine le surnageant, de facon a
ne garder que 20 a 25 plL qui contiennent la plupart des vésicules. L’échantillon
de controle permet alors de s’assurer de la présence de vésicules géantes et de leur
état en microscopie de fluorescence. Si ce controle s’avere concluant, on ajoute
alors dans I’échantillon de travail le volume nécessaire de protéines (qui ont été
dialysées dans le méme mélange glucose/Tris) pour avoir une concentration a
I'incubation de 10 M . L’incubation dure 45 min.

Des bicouches supportées sont réalisées par fusion des petites vésicules sur
verre tres hydrophile dans des cellules moulées en PDMS, scellées apres passage
au plasma, et ont un volume de ~20 ul. ; comme précédemment décrit. Les petites
vésicules sont marquées préalablement avec 2% v/v de Di-6ASPBS (on évapore
I’alcool sous flux d’argon, on introduit la suspension juste soniquée et on vortexe
légerement). On laisse incuber les surfaces pendant 20 min, puis on rince tres
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délicatement avec 5x100uL de glucose/Tris. On controle alors la présence de la
bicouche par fluorescence, puis on introduit 40l de protéines a 10 uM dans la
cellule. L’incubation dure 45 min.

On rince alors la cellule avec le tampon d’observation (5x50 L de sucrose/Tris
5mM, pH=8, 330 mOsm, 0 ou 1,5 mM de CaCly), puis on introduit 7ul de
vésicules, afin d’avoir une concentration finale en calcium de 0 ou 1 mM. On scelle
avec une pate inerte et on attend 15 min (pour que le calcium ait le temps de diffu-
ser partout et de “fonctionnaliser les protéines” [Feracci, 2003]) avant de débuter
les observations. Ce temps d’attente est respecté méme dans les expériences sans
calcium : il permet, entre autres, de laisser le temps aux vésicules de venir au
contact avec la surface fonctionnalisée.

Les vésicules sont alors repérées en microscopie de fluorescence et leur état
d’adhérence avec la surface observé en microscopie interférentielle. On peut donc
choisir des vésicules de tailles et de tension différentes dans 1’échantillon afin
d’étudier I'influence de ces parametres sur ’adhésion. L’observation d’un échantillon
s’effectue alors pendant 1h a 1h30 suivant la densité de la population en vésicules
de I’échantillon.

5.6.1.b Choix d’une expérience témoin

Nous avons comparé les expériences avec et sans calcium. Ce dernier étant
nécessaire a l’activité biologique des cadhérines. Nous avons aussi disposé d'un
mutant des fragments EFC'12 de cadhérine construit par I’équipe d’H. Feracci. Ce
mutant, appellé W2A pour “remplacement du tryptophane 2 (W) par une alanine
(A)”, a été montré comme étant, sinon totalement non adhésif, moins adhésif que
les fragments EC'12 wild-type (dits “fonctionnels”) [Perret et al., 2002a]. L utili-
sation de ces fragments mutés nous permet alors d’effectuer des comparaisons
entre deux protéines dont 'activité est a priori différente avec tres peu de va-
riations de structure entre elles (seul un acide aminé est différent). Cela permet
aussi d’effectuer des comparaisons entre expériences faites avec la méme force io-
nique'?. Nous comparerons donc & la fois des expériences avec/sans calcium pour
un type de protéine, ainsi que des expériences avec la méme salinité, mais entre
protéines d’activité différente.

5.6.2 Résultats des expériences

Les résultats obtenus sont essentiellement statistiques. Les raisons en sont
détaillées dans le paragraphe suivant.

120n a tres peu de sel dans nos solutions tamponnées afin d’éviter d’avoir trop d’interactions
non spécifiques. L’introduction du calcium a donc un role non négligeable sur ce parametre,
méme a 1 mM

117



CHAPITRE 5. ADHESION FAIBLE : CADHERINES

5.6.2.a QObservations préliminaires

La Fig. 5.17 présente certaines zones de contacts observées, en présence et en
absence de calcium, lors des expériences avec EC'12.

F1G. 5.17 — Zones de contacts observées
lors d’expériences d’adhésion entre des
vésicules géantes et une bicouche sup-
portées, toutes deux décorées de frag-
ments de cadhérines. Des pincements
de la figure d’interférence (fleches
blanches) et des zones adhérentes
(fleches moires) sont vues en grand
nombre dans les expériences avec FC'12
en calcium (A a E), majoritairement
des pincements simples (A), alors qu’on
en voit tres peu sans calcium (F).
Néammoins, de nombreuses vésicules
ne présentant pas de déformation de la
figure d’interférences sont aussi vues en
présence de calcium : une étude statis-
tique du phénomene s’ impose

—
10 microns

La figure d’interférences, correspondant a la zone de contact entre la vésicule
et la bicouche décorées par les fragments fonctionnels, en présence de calcium,
présente parfois des “pincements” (Fig. 5.17A). De maniére encore plus spora-
dique (moins d’une vésicule sur dix), elle peut présenter plusieurs points (il en a
été observé 2 a 3 au plus, disposés souvent de maniere relativement symétrique
(Fig. 5.17B)). Parfois, une ou plusieurs zones clairement identifiables comme des
zones adhérentes sont observées (Fig. 5.17C, D et E, ce dernier cas étant tres
rare). Un bon nombre de vésicules n’exhibe cependant pas ce type de comporte-
ment en présence de calcium. Sans calcium, les pincements sont excessivements
rares.

Dans la littérature, on trouve que des zones de ce type la ont déja été observées
avec d’autres systemes d’adhésion et sont tres souvent présentées comme des
signatures d’adhésion tres faibles, ou pour des molécules d’adhésion présentes en
tres faible quantité a la surface de vésicules [Albersdorfer et al., 1998, Hu, 2001].
Nous déclarerons donc de telles vésicules adhérentes.

Nous avons réalisé une étude statistique du phénomene : dans les différentes
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expériences (avec/sans calcium, protéine fonctionnelle ou mutant), nous avons

recensé les vésicules observées en fonction de leur taille et de la morphologie de
leur figure d’interférences.

5.6.2.b Comptage

Nous avons donc procédé au comptage des vésicules adhérentes dans nos
échantillons. Nous avons toujours essayé, lorsque cela était possible, d’observer
le plus possible de vésicules de tailles différentes, en balayant 1’échantillon de
maniére & minimiser les risques de doubles comptages 3. On a recencé les ob-
jets en fonction de leur taille, présentant un pincement ou une zone d’adhésion,
deux ou plus de deux, et porté le % de vésicules présentant au moins une de
ces particularités (le taux de vésicules en présentant plus d’une étant tres faible,
< 10%).

Nous avons choisi de présenter ces résultats de deux manieres, soit en détaillant
suivant les différentes gammes de tailles observées, soit de maniere globale. Nous
soulignerons le fait que considérer de maniere globale ’adhésion dans un type de
préparation peut cacher des problemes inhérents a des effets de taille des objets
sur 'adhérence.

Les expériences présentées ont fait 'objet de différentes campagnes de me-
sures, par groupe de trois expériences a chaque fois (2 en calcium, 1 sans), pour
EC12, c’est-a-dire la protéine fonctionnelle, et pour W2A, le mutant. On a donc
utilisé a chaque fois un lot de protéines différentes.

5.6.2.c Comparaison EC12 vs. W2A

Nous présentons sur la Fig. 5.18 les distributions de taille observées sur les
différents ensembles d’expériences effectuées avec les deux types de protéine, avec
et sans calcium. Le nombre total de vésicules comptées varie avec le type de
préparation, de maniere assez aléatoire, suivant la qualité des électroformations,
Iefficacité des transferts, la résistance des vésicules et I'expérience de I’expérimen-
tateur... A ce stade, les nombres de vésicules comptées sont compris entre 100
et 300 (EC12/Ca : 243; EC12/sans Ca : 103; W2A/Ca : 318; W2A /sans Ca :
164).

Malgré la présence plus ou moins importante de petites vésicules de diametre
inférieur a 20 pum , on observe que la majeure partie des vésicules ont un diametre
entre 21 et 50 um . Ceci correspond aux taille typiques de vésicules géantes
rencontrées au cours de la plupart des types d’expériences menées sur ce type
d’objets. La présence de tres gros objets (de taille supérieure a 51 pm de diametre)
est tres aléatoire.

13Cela demande de “reconnaitre” les vésicules déja observées, ce qui permet aussi d’observer
parfois une “cinétique” des phénomenes, et demande de ’expérience...
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% population

w2a-sans calcium
w2a-calcium
ecl2-sans calcium

ecl2-calcium

Fic. 5.18 — Distribution de taille des vésicules observées au total, dans les
expériences effectuées avec la protéine fonctionnelle ou le mutant, avec ou sans
calcium. On note la forte présence de petites vésicules (de diametre < 20 um
) dans les expériences avec la protéine fonctionnelle et en calcium — Nombre
de vésicules comptées : EC12/Ca : 243; EC12/sans Ca : 103; W2A /Ca : 318;
W2A /sans Ca : 164

Si 'on considere maintenant le % de vésicules, pour chaque gamme de taille,
qui présente au moins un pincement de la figure d’interférences c’est-a-dire le %
de vésicules adhérentes, on obtient la Fig. 5.19.

On voit que les vésicules de diametre inférieur a 20um sont quasiment toutes
non adhérentes, ce qui est compatible avec le fait qu’elles semblent beaucoup
bouger verticalement dans la chambre d’observation. Leur poids ne leur permet
pas de reposer au voisinage de la surface sans étre trop soumises au mouvement
brownien. Il apparait aussi clairement que plus les vésicules sont de grande taille,
plus il y en a qui adheérent.

De plus, on constate une tres forte différence entre les cas avec calcium et
sans calcium, qui ne dépend pas de la taille. Les vésicules collent en présence
de calcium, ce qui est logique car il est censé réguler le caractere adhésif des
protéines.

Enfin, on note une différence notable d’activité entre les deux types de protéines,
en présence de calcium : le mutant, qui doit coller moins, respecte ses engage-
ments... (Fig. 5.20A).
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% adhérentes

w2a-sans calcium
w2a-calcium

diamétre (um) ecl2-sans calcium

41250

ecl2-calcium

F1a. 5.19 — Distribution du caractere adhérent (“avec pincement”) en fonction
de la taille des vésicules observées au total, dans les expériences effectuées avec
la protéine fonctionnelle ou le mutant, avec ou sans calcium. On note le tres
faible caractere adhérent des petites vésicules (de diametre < 20pm ) dans les
expériences avec la protéine fonctionnelle et en calcium, qui perturbe la statistique
globale.

5.6.2.d Comparaisons globales - effets de taille

Afin de comparer les différents types d’expériences menées de maniere plus
globale, nous avons calculé le % total d’objets exhibant un caractére adhésif
(indépendamment de leur taille). Apres avoir comparé les distributions des tailles
et du caractere adhésif en fonction de la taille (Figs. 5.18 et 5.19), nous avons
choisi de ne pas prendre en compte les vésicules de moins de 20 pm de diametre
dans ce calcul. En effet, elles sont tres présentes dans 'expérience avec EC12 en
présence de calcium (plus d’une sur trois), bien plus que dans les autres cas de
figure, et elles sont non adhérentes. Elles conduisent a sous estimer le poids des
autres vésicules observées pour cette expérience.

On a ainsi obtenu le graphe global présenté sur la Fig. 5.20B. Il permet une
comparaison directe et simple entre les différents cas expérimentaux. On observe
que presque une vésicule sur deux présente au moins un pincement de sa fi-
gure d’interférence dans le cas a priori le plus favorable a ’adhérence par des
cadhérines (protéines fonctionnelles en présence de calcium). La protéine mutée
censée étre moins adhérente n’entraine ce comportement que pour une vésicule
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sur 5. Sans calcium, et quelle que soit la protéine, I'adhérence est tres faible

(<5 %).

5.6.2.e Expérience avec sel

Afin de vérifier que ce n’est pas le manque de sel dans le tampon qui est respon-
sable du peu d’adhésion observée, nous avons réalisé une série d’expériences avec
la protéine fonctionnelle, en présence et absence de calcium, dans une solution de
glucose/Tris/50 mM NaCl (a osmolarité conservée = 330 mOsm). Cette quantité
permet de s’assurer que le contraste de densité entre I'intérieur et 1'extérieur des
vésicules est a peu pres le méme que dans les expériences précédentes, mais il est
de signe opposé : les vésicules sédimentent... Il a donc fallu changer de microscope
pour observer les échantillons.

Sur les Fig. 5.21A et B sont présentées les distributions en taille et en adhérence
(en fonction de la taille des vésicules) pour les expériences réalisées. Ceci met en-
core en lumiere le caractere problématique des petites vésicules : elles ne sont
pas observées dans un type d’expériences. Si on ne les prends pas en compte, le
résultat global des expériences est montré sur la Fig. 5.22. Il y a tres peu d’écart
entre les cas avec et sans calcium, ce qui montre que les interactions sont ici sur-
ement non spécifiques. On peut méme voir des mousses entre grosses vésicules, ce
qui n’avait jamais été observé avec les échantillons sans NaCl ajouté (Fig. 5.23).

5.6.3 Discussion

L’effet prévu du calcium est bien mis en évidence. Sans lui, ’adhésion n’est pas
possible. Mais, étant donné que ce calcium modifie les interactions non spécifiques,
il est plus judicieux de comparer les effets obtenus en changeant la protéine : le
mutant se révele bien moins efficace que la protéine fonctionnelle, ce qui est
compatible avec les données de molécule unique obtenues en chambre a flux
[Perret et al., 2002a].

De plus, nous avons effectué des tests qualitatifs supplémentaires. Si 1’on
met, en présence de calcium, des vésicules décorées de fragments fonctionnels
de cadhérine au dessus d'une surface de verre nu, on n’observe ni présence de
points d’adhésion sur les vésicules, ni d’éclatements. Ceci est compatible avec un
effet stérique du a la protéine, qui protege la membrane. Ce test n’a pu étre ef-
fectué qu’une fois, avec un “reste” de vésicules. Si l’on remplace les cadhérines sur
les vésicules et la bicouche supportée par de la GFP, qui n’entraine pas d’adhésion
en présence de calcium. On n’observe pas non plus ni points d’adhésion, ni d’ex-
plosion sur verre nu. La mise en présence de vésicules NTA(Ni) non décorées de
protéine avec une bicouche de méme composition dans du sucrose/Tris n’a pas
montré d’adhésion de méme que la mise en présence de vésicules NTA(Ni) avec
une bicouche contenant le méme % de lipide, mais non chargé en ion nickel.
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Ca(165) SANS Ca (91) Ca (289) SANS Ca(1 18)
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Fic. 5.20 — A : Effet de la taille des vésicules entre deux types d’expériences
a salinité constante, avec la protéine fonctionnelle et le mutant. Quelle que soit
la taille, ce dernier “colle” moins bien que la protéine fonctionnelle. Les petites
vésicules ne participent que tres peu au débat. B : Comparaison globale, toutes
tailles confondues, des différentes expériences. Comme décrit dans le texte, on
a exclu les vésicules de diametre < 20pum qui entrainaient un fort biais dans la
statistique. Le nombre de vésicules prises en compte est donné sur le graphe, avec
les conditions (protéine/sel). On voit un effet spectaculaire du calcium, mais qui
peut contenir une composante non spécifique. Cette composante est “éliminée”
par comparaison, a salinité constante, entre la protéine fonctionnelle et le mutant.

123



CHAPITRE 5. ADHESION FAIBLE : CADHERINES

% population

sans Ca

31340

diamétre (um) 41 4 50 avec Ca

> 51

% adhérentes

sans Ca
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diamétre (um) 41 350 avec Ca

> 51

FiG. 5.21 — A : Distribution des tailles de vésicules observées dans des expériences
avec la protéine fonctionnelle, en présence de 50 mM de NaCl supplémentaires
dans la solution. On note 'absence de petites vésicules dans le cas avec calcium.
B : Distribution du caractere adhérent des vésicules observées. On note une fois
de plus la perturbation que causent par les petites vésicules.
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% adhérentes
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Fic. 5.22 — Comparaison globale des expériences avec 50 mM de NaCl : il n'y a
pas de différence notable entre les cas avec et sans calcium : on a une adhérence
majoritairement non spécifique (on a éliminé les petites vésicules, et le nombre
d’objets pris en compte est indiqué sur le graphique).

F1G. 5.23 — Mousse avec des vésicules décorées de
la protéine fonctionnelle, en présence de calcium,
avec 50 mM NaCl : interactions majoritairement
non spécifiques ?

On a de maniere assez nette (voir Figs. 5.18 et 5.19) un effet de la taille des
vésicules. Plus elles sont grosses, plus elles ont tendance a adhérer si les conditions
de fonctionnalité de la protéine et de présence du calcium sont réunies. La force
qui les appuie sur la surface est leur poids. Par exemple, une vésicule de 10
pm de diametre, présentant un contraste de densité de 3 kg/m? avec le milieu
I’entourant, a un poids de 'ordre de 16 pN, alors que pour une vésicule de 60 pym
de diametre, il est 200 fois supérieur, soit 3,4 nN (Fig. 5.24). Ceci peut “forcer”
I’adhésion.

Les petites vésicules bougent en z, car souvent le niveau de gris de leur tache
centrale “clignote”, signe d’'un changement d’altitude de plusieurs dizaines de nm.
Les vésicules de plus de 20 ym de diametre ont toutes le méme niveau de gris
sombre de la zone centrale dans leur figure d’interférence. Ceci permet de dire
que la séparation entre la membrane et la surface est a peu pres la méme.

De plus, les vésicules de grande taille proposent une surface de contact plus
grande, pouvant favoriser la statistique de contacts efficaces. Les vésicules présentant
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F1G. 5.24 — Influence de la taille de la vésicule sur son poids, et mise en évidence
d’une différence de caractere adhérent des vésicules. Les toutes petites collent
aussi peu que s’il n’y avait pas de calcium, les tres grosses collent trés souvent (2
sur 3). Les vésicules intermédiaires sont celles sur lesquelles on distingue le mieux
'effet du changement de la protéine (Fig. 5.20A), donc celles qui contiennent le
plus d’informations. La force appliquée via leur poids est de quelques centaines
de pN.

plus d'une zone ou d’un point d’adhésion sont souvent celles de grande taille.

L’origine de la présence de points d’adhésion majoritairement en périphérie
de la zone de contact entre la vésicule et la surface est du a la formation d’une
fossette (ou “dimple”) [Martin, 1997, de Gennes et al., 2003]. Cette déformation
est aussi observée lors du démouillage d’un film de liquide intercalé entre une
bille de caoutchouc et une surface de verre. Les bords de la zone de contact sont
plus proches de la surface, et I'apparition de points adhésifs se fait au bord du
méplat.

L’effet de I'ajout de sel a été testé, et semble augmenter I'adhésion non
spécifique : on n’arrive méme plus a différencier les cas avec et sans calcium.

Dans les expériences sans NaCl, on a essayé de suivre les pincements observés,
afin de les voir évoluer au cours de 'expérience. On a suivi des vésicules en
continu sur plusieurs minutes ou méme, en choisissant des vésicules ayant un
défaut reconnaissable, sur le temps de I'expérience, en revenant plusieurs fois sur
les mémes. Le systeme a tres rarement évolué. Il faut noter que les vésicules,
ayant été manipulées un grand nombre de fois (pipetages successifs, transferts
de milieux, introduction dans la cellule d’observation) sont relativement tendues,
ce qui diminue les surfaces en contact. Ce que l'on a pu observer néanmoins
est la résistance de ces points aux fluctuations de la membrane, tant que celles-ci
n’étaient pas trop importantes et leur rupture sous un faible cisaillement, produit
par une infiltration d’eau dans un échantillon “en fin de vie”. Tres rarement, on
a pu voir le phénomene que présente la Fig. 5.25 (apparition de points adhérents
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supplémentaires ou croissances de zones adhérentes).

—
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F1G. 5.25 — Evolution au cours du temps de ’adhésion de vésicules décorées avec
EC12 en présence de calcium : A : sur la durée de I'expérience (1 h) un deuxieme
point est apparu; B : apres une nuit a 4°C, on voit que le nombre de pince-
ments a augmenté (fleches noires) et que les zones d’adhésion ont grandi (fleches
blanches). Le changement d’orientation de l'image est du au repositionnement
de ’échantillon sous l'objectif. La vésicule s’est dégonflée, car le milieu extérieur
s’est légerement évaporé. La largeur de la zone de contact dans le premier cas est
de l'ordre de 5 pum et dans le second de l'ordre de 20 um
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Chapitre 6

Vésicules en adhésion forte :
électrostatique et spécifique

Nous allons présenter dans ce chapitre l'interaction de vésicules géantes avec
des surfaces pour des interactions relativement fortes. Dans un premier cas nous
étudierons ’adhésion forte entre une vésicule chargée négativement et une sur-
face recouverte d’un polycation. Nous examinerons la formation de “blisters” non
adhérents apparaissant dans la zone d’adhésion lorsque I’on change le pH de la so-
lution : on modifie 'adhésion en modifiant le taux de charge du polyélectrolyte.
Dans un second cas, nous étudierons ’adhésion spécifique de vésicules géantes
décorées a 'aide d’un lipide biotine sur des surfaces décorées par une bicouche
supportée contenant le méme lipide biotinylé et fonctionnalisées avec de la strep-
tavidine. Nous interpreterons les lois cinétiques observées dans ce dernier cas,
ainsi que effet de différents parametres (tension de la vésicule, densité de clefs
et de serrures, présence ou non d’'une répulsion stérique via des lipides a téte
polymere).

6.1 Interactions électrostatiques et “blisters”

Les vésicules géantes formées de DOPC portent une charge résiduelle négative,
dues a des résidus de synthese ou de dégradation de ces lipides. On peut augmen-
ter la densité de surface des charges présentes en incluant lors de I’électroformation
des lipides dont la téte est clairement porteuse d'une charge négative, comme la
sérine du lipide DOPS.

Ainsi, nos membranes modeles des vésicules géantes sont chargées négativement,
tout comme les membranes naturelles.

Une méthode utilisée par les biologistes cellulaires pour fixer des cellules a
des fins d’observation sur des lames de verre est d’utiliser un polycation, comme
la poly(lysine) qui va créer une adhésion forte de la cellule sur le substrat.
Récemment, la cinétique d'une telle adhésion a été étudiée par [Pierres et al., 2003]
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par microscopie interférentielle. Pour des vésicules géantes, 'adhésion ressentie
est tellement forte qu’elle peut conduire a I'explosion des objets ou a une mise
sous tension telle que des pores s’ouvrent [Sandre et al., 1999b]

Nous avons réalisé une expérience utilisant le poly(allylamine) (ou PAH,
[Fery et al., 2003]), un autre polycation, afin de coller des vésicules géantes sur
des surfaces et de modifier leur état d’adhésion en modifiant le taux de charge
du polycation en changeant le pH de la solution dans laquelle I'adhésion a lieu.

6.1.1 Action du pH sur le polycation PAH

Le PAH est composé d’'un motif simple : sa chaine carbonée est linéaire et
porteuse de groupes amines. Le pK, d'une amine est de 'ordre de 9-10. Si le pH
dépasse cette valeur, on change la densité de charges du polymere, et ce faisant
on change l'interaction entre les membranes négatives et la surface.

6.1.2 Cinétique d’adhésion et instabilité du contact

Nous allons décrire dans ce qui va suivre la réalisation de ces expériences,
ainsi que les observations qui ont été faites.

Protocole Afin de pouvoir changer de maniere continue le pH de la solution
entourant les vésicules, les expériences ont été réalisées avec une chambre a flux
dont les fenétres sont une lame coupée au couteau a verre et une lamelle. Ces lames
sont nettoyées avec un tensioactif dilué puis montées apres rincage et séchage,
avec de la graisse a vide et de la colle epoxy. La chambre a flux montée est
présentée sur la Fig. 6.1.

vésicules in

~1cm l
Fi1G. 6.1 — Cellule a flux usinée dans du
liquide out «—— «  liquidein PVC ou du Teflon. Elle est fixée sur la
(pousse seringue)

platine du microscope a I’aide de deux
pattes vissables assurant sa stabilité.

l | Elle est connectée a un pousse-seringue
; | ] . , .
‘ / amete qui permet d’échanger les solutions de
" maniere douce.

\ e

La surface du verre est incubée avec une solution de PAH (~ mg/mL dans de
'eau) pendant quelques minutes. La cellule est alors rincée de maniere abondante
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(plusieurs fois son volume) avec une solution de glucose 300 mM (le pH d’une
telle solution est aux alentours de 6).

Des vésicules de DOPC pur, préparées dans du sucrose 300 mM, sont marquées
a 2% v/v avec Di6-ASPBS pendant 15 min. Une fraction d’entre elles sont in-
troduites dans la cellule. Elles sédimentent puis adherent sur la surface. Apres
quelques minutes, on les image en microscopies de fluorescence et interférentielle.
Beaucoup de vésicules ont survécu a ’adhésion et se présentent sous la forme
d’hémispheres ayant une zone de contact adhérente continue : imagées verticale-
ment, on voit qu’elles ont une forme aplatiee. D’autres ont explosé et les patches
fluorescents résultant sont observés sur le verre.

A (um®)

T T T T
(o] 1 2 3 t (Sec) 4

FiG. 6.2 — Adhésion d’une vésicule géante sur une surface recouverte de PAH
observée en microscopie interférentielle et tracé de A(t) correspondant

On effectue alors un ou plusieurs changements de pH a 1’aide d’une solution de
sucrose/NaOH de pH=11 et de la solution de sucrose non modifiée. On image les
modifications apportées a ’adhésion des vésicules sur le substrat en combinant
les deux méthodes citées précédemment. Il faut noter ici qu'un changement de pH
est forcément couplé a une augmentation légere de ’'osmolarité du milieu externe
aux vésicules (les membranes sont “étanches” aux ions), ce qui a tendance a les
dégonfler.

Observations Des que l'on introduit la solution basique dans la cellule, on
commence a observer sur les vésicules un changement de morphologie de la zone
d’adhésion. Des petites “cloques” (ou blisters) semblent se décoller et fusionner
entre elles pour minimiser 1’énergie de courbure que coute leur existence (Fig.
6.3). La zone d’adhésion diminue un peu de taille, comme si le bord de cette
zone s’était décollé. Ces phénomenes sont relativement rapides. En fluorescence,
les cloques apparaissent comme de petites vésicules a l'intérieur de la vésicule
adhérente, au voisinage de la surface du verre (Fig. 6.4A-B).
Au final, les cloques fusionnent en une seule de grande taille (Fig. 6.4C-D).
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F1a. 6.3 — Effet d'un changement de pH de 6 (glucose seul) & 11 (glucose/NaOH) :
des blisters de membrane se décollent et fusionnent (fleches blanches), au fur et
a mesure que la charge positive du PAH diminue. Le temps (en sec) est indiqué
en encart.

F1G. 6.4 — Blisters observés en microscopies
interférentielle et de fluorescence, en cours
d’apparition et apres fusion sous la forme
d’un seul gros blister, ce qui représente 1’état
final du systeme.

Discussion Le polycation PAH rend la surface du verre tres positive et donc
tres attractive pour les vésicules géantes qui portent une charge résiduelle négative
[Pincet et al., 1999]. L’utilisation de tels polyélectrolytes génere une adhésion tres
forte qui peut mettre sous tension les vésicules de maniere si importante que des
pores peuvent s’ouvrir et la vésicule exploser [Sandre et al., 1999b]. Il est donc
relativement difficile d’obtenir des surfaces telles que les vésicules restent integres
avec de tels composés. La cinétique de ’adhésion électrostatique générée est tres
rapide, de I'ordre de quelques secondes. A la fin, soit la vésicule éclate, soit elle
conserve une forme hémisphérique, et présente des blisters, déja observés par
[Nardi et al., 1997] avec un autre systeme.

Si 'on retrace pour la vésicule de la Fig. 6.2 'aire de contact, A(t), en échelles
logarithmiques, on observe deux régimes (Fig. 6.5). Aux temps courts, on peut
caractériser 1’étalement par une loi de puissance A(t) ~ ¢". On trouve un exposant
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valant ~ 2. Aux temps plus longs, cinétique d’adhésion se ralentit, et I'aire de
contact atteint une taille d’équilibre.

®Tineay
4 F1G. 6.5 — Tracé du logarithme de I’aire
2 < d’adhésion en fonction du logarithme
27 du temps pour la cinétique d’adhésion
0_' induite par le PAH de la vésicule de
la Fig. 6.2. Deux régimes sont visibles

1 .
-1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 (VOH' teXte) :

In(t)

La forme de la zone d’adhésion, tres circulaire, permet de définir un rayon R
de la zone de contact, qui varie alors comme ¢"/2. Dans le cas des temps courts, le
rayon varie de maniere linéaire. Le ralentissement de ’adhésion aux temps longs
peut étre imputé a la mise sous tension de la membrane.

Nous n’avons pu répéter de nombreuses fois le type d’expériences présenté
ici, en particulier les mesures de cinétique d’adhésion au vu de leur tres grande
vitesse. A chaque observation d’une vésicule ayant (stirement pour des raisons de
tension de membrane faible avant ’adhésion) survécu, nous avons pu observer le
phénomene de bourgeonnement.

Le changement de pH change la charge de surface du verre et change donc
I’adhérence de la vésicule sur ce dernier. Les blisters peuvent étre vus comme des
zones o, du fait du changement de charge local du PAH, la charge de surface de
la vésicule n’est plus compensée, ce qui est contrebalancé par le développement de
blisters, a I'image des travaux de Nardi et al. [Nardi et al., 1997]. Ils fusionnent
pour minimiser le cotit énergétique de courbure de la membrane et leurs pressions
de Laplace. Néanmoins, cette explication est encore sujette a discussion.

En essayant de revenir a un pH de 6, c’est-a-dire de retourner a un état
de charge initial du PAH, nous avons réussi a recoller partiellement la zone
d’adhésion, mais les vésicules sont généralement assez abimées par le premier
changement de pH, et survivent assez mal a ’application d’un second flux.

6.2 Adhésion spécifique forte

Afin d’étudier une adhésion spécifique bien caractérisée, nous avons choisi
d’utiliser le couple streptavidine/biotine qui a été présenté succintement dans le
chapitre “Matériel et méthodes”. La biotine est une petite vitamine qui peut aller
se loger dans une des quatre poches que présente, deux par face, une protéine, la
streptavidine. On peut moduler alors, suivant le % de lipide biotintylé que 1’on
incorpore dans les membranes la “force” des interactions et la densité de clefs et
de serrure, jouant par la sur la capacité a diffuser de ces molécules.
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Dans ce qui va suivre, nous allons présenter quelques expériences réalisées avec
ce systeme, a la fois pour étudier I’adhésion entre deux vésicules, ou entre une
vésicule et une surface décorée. Dans le premier cas, nous avons tenté d’utiliser la
microscopie de fluorescence a deux photons, parfois couplée a la génération de se-
conde harmonique pour tenter d’observer une structuration de la zone d’adhérence.
Dans le second cas, nous avons utilisé la microscopie intéferentielle pour suivre
la dynamique de croissance des zones d’adhérence.

6.2.1 Adhésion vésicule/vésicule

Nous avons majoritairement utilisé deux compositions de vésicules pour obser-
ver leur adhésion médiée par intercalation de la streptavidine : lors de 1’électroformation,
nous avons incorporé 1% de lipide cap-biotine (voir Chapitre 3) qui a un petit bras
espaceur, et parfois 5% de lipide DOPE-PEGsgqy. Des essais préliminaires avec
un lipide biotinylé sans ce petit bras espaceur avaient montré que I’adhésion était
moins efficace, surement pour les raisons d’accessibilité mentionnées précédemment.
Les % utilisés sont ceux censés donner (i) de 'adhésion spécifique de manieére no-
table (% cap-biotine), (ii) une répulsion stérique convenable (% PEG) et (iii)
des plaques d’adhésion évoluant lentement quand le lipide-PEG est introduit

[Albersdorfer et al., 1997, Albersdorfer et al., 1998].

6.2.1.a Observation par microscopie de fluorescence

Nous avons cherché a créer des mousses de vésicules géantes spécifiquement
collées par de la streptavidine, afin d’avoir un systéeme nous permettant de vi-

sualiser, par transfert au microscope “deux photons”, la structure des zones
d’adhésion.

Protocole Des vésicules biotinylées sont sédimentées, parfois apres marquage
avec Di6-ASPBS, dans du PBS (la solution de sucre encapsulée a une osmolarité
de 270-280 mOsm, et le PBS utilisé a été mesuré a 280 mOsm). L’adhésion marche
en effet un peu moins bien dans un milieu non tamponné.

Elles sont alors introduites dans une cellule dont la surface a été passivée avec
de la caséine (sinon les vésicules adheérent sur le verre) contenant une solution de
PBS a 0,001, 0,01, 0,1, 1 mg/mL de streptavidine (Extravidine ou Extravidine-
Cy3 (fluorescente), Sigma). On observe alors I’échantillon, soit avec un cube FITC
(pour visualiser les membranes, grace a Di6-ASPBS), soit avec un cube RITC
(pour visualiser la streptavidine fluorescente quand elle est utilisée). Les deux
colorants ne sont pas tres bien séparés spectralement (Fig. 6.6). Néanmoins, ces
expériences montrent que ’on peut décorer les vésicules avec de la streptavidine.

Remarque Nous avons aussi tenté d’obtenir des vésicules “streptavidinées”,
c’est-a-dire d’incuber des vésicules biotinylée avec de la streptavidine concentrée
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Cy3  Di6-ASPBS

(: siml mg/mL) afin de saturer la surface biotinylée!. Le principal probleme
a résoudre consiste alors a éviter que les vésicules ne se collent entre elles en
sédimentant, et ensuite a éliminer totalement la streptavidine résiduelle : des es-
sais, par simple sédimentation, par dialyse et par centrifugation se sont révélés
tres insatisfaisants : beaucoup de doublets ou de mousses sont déja observables
apres cette premiere étape et les vésicules célibataires restantes sont généralement
porteuses de nombreux défauts (tubes, agrégats...). Nous avons donc abandonné
rapidement cette voie pour nous tourner vers la méthode d’introduction de stre-
tavidine directement dans le milieu.

F1G. 6.6 — On image des vésicules, marquées
soit par Di6-ASPBS (membrane), soit par
Cy3 (porté par la streptavidine). On observe
ainsi la fixation de la streptavidine sur les
vésicules qui ont des lipides biotinylés (des
vésicules n’en ayant pas, ne fluorescent pas
dans les mémes conditions)

cube RITC cube FITC

Observations Tout d’abord, avec les plus hautes concentrations en protéine
utilisées (0,1-1 mg/mL) nous n’avons pas réussi a observer des mousses de grande
taille c’est-a-dire composées de nombreuses vésicules. On sature les surfaces des
vésicules en streptavidine, ne laissant plus aucune possibilité de pontage des sur-
faces (Fig. 6.7B).

Pour les concentrations les plus faibles (< 0,1 mg/mL), nous avons obtenu des
mousses d'une dizaine de vésicules semblables a celles obtenues par adhésion non
spécifique par pontage des membranes par l'ion calcium (Fig. 6.8). Néanmoins
le comportement est assez peu homogene dans la cellule d’observation : dans
certaines zones, de nombreuses mousses sont visibles; dans d’autres les vésicules
sont séparées les unes des autres, alors que la solution est homogene en protéine.

On observe le méme phénomene avec des particules colloidales sur lesquelles
s’adsorbent des polymeres :

— a forte concentration, les couches sont saturées et les colloides se repoussent ;

— a faible concentration, des sites réactifs demeurent (“starved layer”) et le

polymere peut ponter les particules qui floculent en formant des agrégats.

11’idée est alors de marquer “en rouge” (Cy3) les vésicules portant la streptavidine et celles
n’en ayant pas “en vert” (lipide NBD ou Di6-ASPBS)
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F1c. 6.7 — Adhésion entre deux surfaces biotinylées
par intercalation de molécules de streptavidine : A :
pas d’adhésion car pas de streptavidine; B : pas
d’adhésion car trop de streptavidine; C : cas d’une
surface saturée en streptavidine face a une surface
biotinylée : I'adhésion est tres favorisée. Ce cas cor-
respond a celui ou 'on aurait deux populations de
vésicules décorées de maniere complémentaire; D :
cas ou les deux surfaces portent les deux molécules :
ce cas est adhésif, et 'adhésion dépend du taux de
couverture en protéine des deux surfaces. On a dans
@ @ ce dernier cas un systeme “statistiquement” adhésif.
Ce cas correspond a celui ou 1’on introduit de la strep-
tavidine en solution a des concentrations suffisam-
ment faibles.

IRNENRE
111111
® ason

11111
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Nous avons aussi testé des vésicules contenant divers % de lipides biotinylés
(de 0,01% a 10 %), avec deux types d’espaceur pour la biotine (Fig. 3.4A et
B). Les mousses de vésicules ont été observées en plus grand nombre avec le
lipide ayant le bras espaceur le plus long, et lorsque I'on augmente le % de clefs.
Ceci qui confirme 'importance de la présence d'un espaceur pour améliorer la
reconnaissance (la clef a plus de chances de trouver la serrure car elle peut sonder
un espace plus grand et I'insertion dans les poches de la streptavidine peut se
faire plus aisément).

Ce type de comportement a été observé a la fois avec des vésicules seulement
biotinylées et des vésicules a la fois biotinylées et pégylées. Nous avons alors
concentré nos efforts sur 'observation de ces mousses en microscopie a deux
photons afin de visualiser la structure de la zone d’adhésion.

6.2.1.b Observation au microscope a deux photons

Avec le microscope a deux photons auquel nous pouvons accéder (Labora-
toire Neurophysiologie et Nouvelles Microscopies, dir. S. Charpak, ESPCI), deux
expériences peuvent étre envisagées : visualiser la zone de contact avec la micro-
scopie de génération de seconde harmonique (laquelle est sensible a la symétrie
de la distribution des marqueurs entre les deux membranes qui adherent et a leur
distance : on verrait alors des zones allumées et d’autres éteintes suivant que les
membranes sont suffisamment éloignées ou adhérentes), ou localiser une protéine
fluorescente avec une bonne résolution spatiale.
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F1G. 6.8 — Mousses “a la streptavidine” - le colorant est Cy3, porté par la strep-
tavidine et est observé en microscopie de fluorescence classique; A : doublet de
vésicules adhérentes et tracé de l'intensité (en niveaux de gris) le long de la ligne :
la streptavidine s’accumule au niveau de la zone d’adhésion ; B : mousse impli-
quant plus de vésicules, qui ressemble a s’y méprendre a une mousse de bulles;
C : évolution de mousses apres 30 min a 1 h : presque toute la streptavidine
se trouve dans la zone de contact. Ces observations sont cohérentes avec ce que
décrit [Noppl-Simson and Needham., 1996].

Microscopie par génération de seconde harmonique Ici, les vésicules sont
marquées avec le colorant membranaire Di6-ASPBS avant introduction dans une
cellule d’observation contenant une solution de streptavidine dans du PBS. Grace
au microscope a deux photons mis en place par I’équipe de J. Mertz a I'Institut
Curie, puis a 'ESPCI, qui permet d’obtenir simultanément des images de fluores-
cence a deux photons et par génération de seconde harmonique on peut localiser
aisément des vésicules et observer leur adhésion.

Nous avons cherché a observer, par imagerie de génération de seconde har-
monique couplée a de la microscopie de fluorescence a deux photons, la structure
des zones d’adhésion entre vésicules contenant 1% de lipide cap-biotine et entre
vésicules contenant de plus 5% de lipide PEG2000. Malheureusement, que ce soit
dans des solutions de sucre ou dans du PBS, nous n’avons pas réussi a trouver
une concentration de streptavidine en solution nous permettant d’obtenir a coup
sur de tres nombreuses mousses. Les quelques mousses éparses obtenues n’ont
pas exhibé de différence notable pour les deux compositions. Nous avons observé
des adhésions entre vésicules présentant une zone de contact “homogene” : le
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F1G. 6.9 — Mousses “a la streptavidine”
entre vésicules contenant un lipide bio-
tinylé, la membrane étant marquée par
Di6-ASPBS. A : image de fluorescence
a deux photons; B : image simul-
tanée par génération de seconde har-
monique : les vésicules adherent de
maniere continue, du moins a ’échelle
de résolution de cette technique (dis-
tance entre membranes ~100 nm).

signal de génération de seconde harmonique est éteint le long de cette zone (Fig.
6.9B). A priori, elle est donc “continue”, ¢’est-a-dire ne présentant pas de patches
d’adhésion décelables par la comparaison de ces deux techniques d’imagerie.

Dans [Albersdorfer et al., 1997], des vésicules, contenant 5% de PEGagg et
jusqu’a 1% de lipide biotinylé avec un petit espaceur, interagissent avec une
bicouche supportée de méme composition, fonctionnalisée avec de la streptavi-
dine. Elles exhibent des patches d’adhésion de quelques microns, séparés par
des zones non adhérentes, et qui semblent stationnaires. Les auteurs proposent
comme explication une séparation de phase entre les lipides responsables de
'attraction spécifique (biotine) et ceux responsables de la répulsion (polymere)
[Bruinsma and Sackmann, 2001].

Les vésicules que nous avons observé, adhérentes ou non, sont relativement
tendues et ne présentent pas de fluctuations géantes, a cause des multiples ma-
nipulations qu’on leur a fait subir. Les membranes, lorsqu’accolées par endroits
par I'adhésion, ne peuvent pas s’éloigner I'une de 'autre grace a des fluctuations
de grande amplitude, et ne peuvent donc étre séparées qu’au plus de quelques
nm (la taille du polymere) dans les zones non adhérentes. Ainsi, on doit étre non
résolutif, en termes de distance avec les interférences de la SHG, pour distinguer
les zones adhérentes et non adhérentes.

Afin de contourner ceci, nous avons tenté d’utiliser la grande résolution spa-
tiale de la fluorescence a deux photons, cette fois-ci en imageant non plus la
membrane, mais directement une streptavidine marquée.

Utilisation d’une streptavidine fluorescente Pour ce faire, nous avons ef-
fectué des tests similaires a ceux du paragraphe précédent avec de I’Extravidine
(Sigma), marquée avec Cy3. L’idée est de localiser les endroits ou se concentre
la protéine, afin de voir si I'on peut imager les zones d’adhésion des membranes,
séparées par des zones libres ol se concentreraient les lipides PEG.

Le colorant Cy3, comme le montre la Fig. 6.10 s’avere ne pas étre adapté
(en termes de section efficace & deux photons, sur laquelle nous n’avons pas de
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Fic. 6.10 — Mousse “a la streptavi-
dine” observée en fluorescence excitée a
deux photons, a I’aide du colorant Cy3
présent sur la protéine. A : on constate
un tres faible contraste; A’ : on a sou-
ligné la position des membranes et de
la zone de contact; B : zoom sur une
zone d’adhésion entre deux vésicules,

’ el e prenant différentes coupes en z de
la zone, autour du focus dénoté par une
astérisque et schématisé a coté — entre

9 * * deux images il y a 2 um de différence

d’altitude. Les barres mesurent 5 pym .

données) a ce type de microscopie. On repere quelques mousses en microscopie
a transmission, et leur observation en fluorescence (en ayant bien str adapté la
longueur d’onde d’excitation fournie par le laser) est décevante. La membrane est
marquée par la protéine, mais on n’a pas énormément de signal de fluorescence.
On ne peut méme pas vraiment dire s’il y a plus de protéine dans les zones de
contact.

6.2.2 Adhésion vésicule/surface décorée

Nous nous sommes donc tourné une fois de plus vers la microscopie in-
terférentielle, afin de suivre les cinétiques d’adhésion entre une surface décorée
par une bicouche fluide décorée par de la streptavidine et des vésicules portant de
la biotine, avec ou sans présence de PEG [Boulbitch et al., 2001]. Pour ce faire,
plusieurs approches sont envisageables : adsorption d’une protéine biotinylée ou
greffage d'une couche auto-organisée biotinylée, que 'on fonctionnalise par la
suite avec de la streptavidine.

Ces deux modes de décoration ont comme principal désavantage d’'immobiliser
la protéine sur la surface (elle ne peut diffuser), ce qui mime moins une surface
biologique qu’un capteur de type “puce” (& ADN, a protéines). Certes, la clef (la
biotine) peut diffuser sur la vésicule de maniere libre.

Afin d’introduire la possibilité que les deux partenaires de cette adhésion
spécifique puissent diffuser, nous avons choisi ici de décorer, a I'instar de ce qui
a été décrit dans le chapitre précédent, la surface du verre avec une bicouche
supportée contenant un lipide biotinylé, que I'on fonctionnalise par incubation a
la streptavidine. Si 'on choisit bien la concentration de lipides fonctionnels, on
peut controler la densité et la capacité a se mouvoir de la protéine sur la surface.
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6.2.2.a Décoration des surfaces

Vésicules Les vésicules géantes sont produites par électroformation, dans un
mélange sucrose/glucose 1 :1 (v/v) 270 mOsm. On a testé ce processus pour les
compositions suivantes : matrice de DOPC, avec jusqu’a 5% de lipide biotine ou
cap-biotine, ainsi que des mélanges DOPC/(cap)biotine contenant jusqu’a 5% de
DOPE-PEG2000. Via le processus d’obtention on peut donc a priori controler
le rapport entre les composantes de répulsion stérique et d’attraction spécifique.

Remarque Lors des expériences, le milieu choisi est le PBS : les vésicules
sédimentant, nous avons donc utilisé un microscope inversé (pour faire de la
microscopie interférentielle) ou un microscope droit (auquel cas, on fait de la
“trans”-microscopie interférentielle, au travers de 'objet). Si l'on faisait de la
vraie “RICM”, avec technique Antiflex, les zones d’adhésion devraient changer
de “couleur” lorsque I'on passe d'une technique a ’autre... noires dans le premier
cas, blanches dans le second, car I'ordre des indices lors des réflexions ajoute un
déphasage de 7/2. Comme nous le verrons sur les images, nous ne sommes pas
sensibles a ce déphasage.

Bicouches supportées

Cellules Les cellules d’observation sont constituées d’une lame et d’une
lamelle de verre ESCO séparées par un film de PDMS solide d’épaisseur controlée,
commercial (Gel Pack, épaisseur 200 um ) ou obtenu par spin-coating d’un volume
connu de PDMS liquide (le méme que celui que I'on a décrit précédemment pour
réaliser les cellules d’observation de tres petit volume par moulage — son épaisseur
est alors voisine de 200 pm ).

Les surfaces de verre sont nettoyées dans une solution diluée de tensioactif
alcalin (Micro 90) a plus de 60°C pendant au moins 30 min, puis rincées a 1’eau
milliQQ de maniere tres soigneuse alors qu’elles sont encore chaudes. Elles sont
ensuite séchées sous flux d’argon et stockées a ’abris de la poussiere.

Les espaceurs de PDMS sont découpés dans les films, et la cellule est montée
apres passage de la lame et des espaceurs au plasma a air résiduel pendant une
minute, puis passage de la lame sur laquelle sont collées les bandes de PDMS et
de la lamelle dans le méme dispositif. Les cellules sont alors mises en contact avec
une suspension de petites vésicules dans la demi-heure qui suit son montage.

Petites vésicules et bicouche supportée Des petites vésicules conte-
nant 1% de lipide cap-biotine sont obtenues par sonication sur glace dans un
mélange sucre/tris/NaCl comme décrit dans le chapitre “Matériel et méthodes”,
et conservées a 4°C pendant au plus 5 jours. Elles sont re-soniquées une a cing
minutes avant usage.
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On les met en contact, apres marquage avec Di6-ASPBS, avec la surface propre
des cellules juste montées. I'incubation dure alors 20 min. Comme précédemment
mentionné, le ringage doit étre abondant et soigneux (ici on le conduit avec du
PBS 280 mOsm). On peut alors incuber la surface avec de la streptavidine, puis
rincer avec du PBS (500 pL ).

Nous avons constaté que pour une incubation durant 30 minutes, il vaut mieux
travailler avec une concentration en protéine de l'ordre de 0,1 mg/mL dans du
PBS : I'adhésion, lorsqu’'une telle incubation est menée avec moins de protéine
est plus aléatoire.

On peut alors introduire des vésicules géantes, et observer leur adhésion, en
utilisant a la fois la microscopie de fluorescence (elles sont elles aussi marquées
par perfusion avec Di6-ASPBS) et la microscopie interférentielle.

Vérification de la présence de la bicouche Les test décrits dans le cha-
pitre précédent (visualisation de défauts en microscopie de fluorescence, confir-
mation du caractere fluide de la bicouche par FRAP sur un lipide marqué ou sur
Di6-ASPBS en deux photons, observation et mesure de I’épaisseur en utilisant des
petits défauts par AFM) ont été réalisés avec la composition DOPC :cap-biotine
99 :1 et montrent que l'on réussi bien a obtenir une bicouche fluide continue
sur le verre, d’épaisseur voisine de 5 nm. Les tests de FRAP sur une protéine
marquée ont été effectués sur de la streptavidine Cy3, mais se sont montrés tres
peu probants a cause du mauvais rendement en deux photons de ce colorant.
Nous n’avons pu tenter, pris par le temps, d’autre colorant, comme la FITC qui
aurait peut étre mieux convenu.

D’apres [Albersdorfer et al., 1997], pour le % de biotine utilisé, la streptavi-
dine est a la limite de la compacité en surface et a une mobilité réduite.

6.2.2.b Etude de la cinétique de I’adhésion

Nous avons effectué quelques études préliminaires de cinétiques d’adhésion de
vésicules contenant 1% de lipide Cap-biotine sur des surfaces décorées par des
bicouches de méme composition, fonctionnalisée par de la streptavidine. Nous
avons observé une différence de comportement relativement marquée en fonc-
tion de I'état de tension initial des vésicules. Nous allons présenter ici quelques
résultats tirés de ces expériences.

De nouveau, comme dans le cas de I'adhésion électrostatique, les adhésions
observées sont tres différentes en morphologie et cinétique de celles observées avec
les cadhérines.

Tests préliminaires Nous avons préalablement vérifié que 'adhésion ne se
produit qu’en présence de streptavidine sur la bicouche. La forte salinité du PBS
fait éclater les vésicules sur le verre nu, lorsqu’il vient d’étre passé au plasma, mais
des lors que la bicouche est présente (ou que l'on a passivé les lames avec de la
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caséine ou de la BSA), ce phénomeéne n’est plus observé : les vésicules n’adherent
pas sur la bicouche. Si 'on a fonctionnalisé celle-ci avec de la streptavidine, des
patches d’adhésion, que I'on décrira dans le paragraphe suivant, sont observés et
apres un certain temps, toutes les vésicules ont adhéré sur la surface, prenant une
forme d’hémisphere (on peut défocaliser en microscopie de fluorescence et suivre
leur forme).

6.2.2.c Cas des vésicules tendues [Askovic, 2003]

Comme nous I'avons déja expliqué, on a tres souvent des vésicules tres tendues
dans un échantillon, méme si I’on essaye de régler les osmolarités de fagon a induire
un léger dégonflement osmotique des vésicules. Leur zone de contact, observée en
microscopie interférentielle, présente des anneaux réguliers.

Observations Lorsqu’une telle vésicule est en train d’adhérer sur la bicouche
fonctionnalisée de maniére complémentaire, on observe (Fig. 6.11) une zone d’adhésion
unique, circulaire, ayant un niveau de gris différent des anneaux l’entourant,
qui grandit lentement au cours du temps. Nous n’avons pas réussi a imager les
débuts d'une telle adhésion. Les vésicules se mettent progressivement sous une
tension de plus en plus grande, et parfois explosent apres plusieurs minutes de
développement d’adhésion. On note que les anneaux d’interférence s’affinent puis
disparaissent au cours du temps, signe d'une augmentation de I'angle de contact
de la membrane au bord de la zone d’adhésion : la vésicule initialement sphérique
devient hémisphérique, ce qui augmente sa surface et par conséquent sa tension.

Fic. 6.11 — Exemple d’adhésion
d’une vésicule tendue. Il n’y a
qu'une seule zone d’adhésion, re-
lativement circulaire qui grandit
avec le temps (entre deux images,
il y a deux minutes). On me-
sure A(t) relativement aisément
sur une telle séquence. On note
cependant quun défaut apparait
sur la derniere image, peut-étre
di a une inhomogénéité sur la
surface.

A Taide d’une procédure relativement simple de traitement d’images (Fig.
6.12), on peut mesurer 'aire de la zone de contact au cours du temps, et suivre
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ainsi la cinétique du phénomene (Fig. 6.13A).

F1G. 6.12 — Mesure d’aire de contact (a) on
numérise les images en prenant soin de les in-
dexer en fonction du temps (encart entouré) ;
(b) on les seuille et on les binarise; (c¢) on
extrait ’aire a ’aide d’'une macro de Scionl-
mage.

On note (i) que l'aire atteint vite une valeur finie (on arrive jamais a voir
les premiers instants de 1’établissement du contact) et (ii) que la croissance suit,
ensuite, une loi en R ~ %2,

1407 (Lm2)
1201 " FIG. 6.13 — A : Aire de la zone
100 1 d’adhésion de la vésicule de la
80 1 Fig. 6.11 au cours du temps.
60 On note un ralentissement du
404 phénomene, lié a la mise sous ten-
20 - sion de plus en plus importante
0 de la membrane (signalée par
0 un reserrement des franges d’in-
>3 InA terférences : la pente de la mem-
5 3 brane au voisinage de la surface
/ ) augmente) ; B : extraction d’une
457 _/.,.—f"' ~0.4 loi de puissance caractéristique
4 . il ! des vésicules tendues. On obtient
o A ~ %% s0it, grace a la géométrie
>3 du phénomene, R ~ t%2 pour le
3 T T T ' rayon de la zone adhésive.
3 4 5 6 Int 7

Remarque : malgré que 1% puisse apparaitre comme dilué en biotine, cette
quantité est en fait “intermédiaire” : les biotines peuvent diffuser a la surface de
la vésicule, mais sur la bicouche supportée, on a a peu pres 5 biotines pour une
streptavidine... Par manque de temps, nous n’avons pas pu effectuer d’expériences
avec des quantités plus faibles de biotines.

Interprétation (P.-G. de Gennes) : étalement et diffusion La croissance
se fait en deux étapes.
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Fi1G. 6.14 — Mécanismes d’adhésion atten-
dus pour des vésicules recouvertes de bio-
tine, sur des surfaces portant des streptavi-

dines : quand la vésicule est tendue, on a un
phénomene d’étalement ; si elle est molle, la

croissance de la zone d’adhésion se fait par
démouillage du coussin de liquide sur lequel
elle repose (le bourrelet qui s’élimine a été

représenté).

etalement emou:llage

1. Aux temps courts, les biotines n’ont pas le temps de diffuser. L’énergie
d’adhésion a une valeur W fixée, proportionnelle a la concentration initiale
des biotines sur la vésicules, I'g : W ~ I'gkT'. 1l lui correspond un angle de
contact a ’équilibre 05 tel que

W =o(1 — cosfg) ~ a63/2
Mais le systeme n’est pas encore a I’équilibre capillaire : il réalise un angle

f < 0 et un rayon de contact R = R,0, ou R, est le rayon de la vésicule.
L’équation d’avancée de la ligne de contact a la forme classique [deGennes et al., 2001]

dR o
0(6% — 62
00— )

qui donne un temps de montée t,, défini par

1 o 5

to nR, E

Ce temps est court (secondes)

2. Auz temps plus élevés, la diffusion se met en marche. A lintérieur de la
plaque d’adhésion, on a une concentration I';,;. Le bilan de diffusion est le
suivant : au temps ¢ sont entrés dans la plaque un nombre 7 R?(T';,; — o)
de biotines. Ce nombre doit correspondre a ce qui a été enlevé a l'extérieur,
et qui est de 'ordre de I'y sur une surface Dt.

Ainsi,

R*(Tye — Iy) =~ DT
Ici l'angle de contact 6(t) = R(t)/R, est, a chaque instant, la valeur
d’équilibre associée a I';,;

1
50"9% = antkT
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Avec les deux équations précédentes, on obtient une équation d’évolution

de 0,
Dt
(0> 0) = o
avec O la valeur définie par la toute premiere équation de cette discussion
02— 200KT _
= =
o

L’équation de variation de 8 montre que cet angle croit au cours du temps :
il démarre a la valeur 6z correspondant a la fin de la premiere étape, et
croit ensuite assez lentement : pour 6 > g, 6 ~ t'/4. Ceci entraine donc
une variation de R comme ¢'/4.

T R/Ry

t1/4 F1G. 6.15 — Variation de I’angle au bord de la
zone d’adhésion, suivant le modele proposé
par P.-G. de Gennes, en deux étapes. Une
premiere étape tres rapide, aux temps courts,
étalement capillaire crée une zone de contact finie, qui croit en-

suite de maniere assez lente, selon une loi en
/4,

<— diffusion

A4

croissance exponentielle t

Conclusions D’apres le cas représenté sur la Fig. 6.13, la croissance de la zone
de contact se fait lentement, a partir d’une aire de contact finie observée des
le départ (apres introduction des vésicules). Le régime de temps courts, c¢’est-a-
dire I’établissement du contact, n’a jamais été observé : il doit étre rapide. La
croissance aux temps plus longs, a laquelle nous avons acces, se fait selon une loi
R ~ %2 trés proche de la loi obtenue dans le modele précédent (1/4~ 0,2). Ces
observations correspondent au modele que nous venons de décrire.

6.2.2.d Cas des vésicules molles

Avoir des vésicules tres fluctuantes, afin de se placer dans la condition “de
tension presque nulle” qui est la plus facile a modéliser, est plus délicat. Il faut
laisser s’évaporer tout doucement de I’eau du milieu extérieur aux vésicules, avant
qu’elles n’adherent, puis bloquer I’évaporation en scellant, une fois la vésicule
trouvée, la cellule. Nous avons néanmoins réussi a observer quelques cas de
vésicules tres molles, et a suivre la cinétique de leur adhésion.
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Observations La morphologie de la zone de contact est tres différente de

celle observée avec les vésicules tendues : elle est fluctuante, et 1'adhésion ne

se développe que tres rarement en un seul point. De nombreuses petites zones
d’adhésion, que I'on repere car elles sont “immobiles” sur des images moyennées,
apparaissent, grandissent et fusionnent (Fig. 6.16). Souvent, ces points démarrent

a la périphérie de la zone de contact, ce qui pourrait s’expliquer par la présence

d’une fossette (ou“dimple” ) déformant la membrane [Martin, 1997, de Gennes et al., 2003].
Au final, une seule zone d’adhésion, résultant de la fusion des petites subsiste.

Fi1Gc. 6.16 — Séquence d’adhésion
typique d’une vésicule tres molle
et fluctuante : le coussin d’eau in-
tercalée est percé par de petites
zones d’adhésion (signalées par
des fleches) qui grandissent qua-
siment de maniere circulaire et
qui fusionnent entre elles. Entre
deux images il y a 10 sec. Les
patches d’adhésion sont séparés
par des zones de membrane for-
tement fluctuantes. Au final, un
seul grand patch subsiste.

La mesure des aires des patches d’adhésion se fait de la méme maniere que
pour les vésicules tendues, mais est plus délicate, du fait de leur faible taille. On
peut alors tracer soit 'aire totale adhérente au cours du temps (Fig. 6.17A) ou
celle des patches au cours du temps (Fig. 6.17A, insert). La premiére n’est que
la somme des aires de tous les patches.

Si 'on veut comparer la loi de puissance associée au cas des vésicules molles
avec celle du cas des vésicules tendues, il faut considérer la cinétique de croissance
d’un patch isolé, avant qu’il ne fusionne avec un autre. Ainsi, en considérant qu'un
patch grandit & peu pres de maniere circulaire, on peut extraire une loi R ~ t%°.
Cette loi a été vérifiée pour plusieurs petits patches.

On notera qu’a cause de la fusion des petits patches, on ne dispose souvent
que de peu de points de mesure, ce qui entraine une grande imprécision sur la
mesure de I'exposant caractéristique de la dynamique. Tres vite, on ne suit plus
qu’'une seule grande zone adhérente (qui correspond a 1’“aire totale” des petits
patches). Son aire suit une loi en ™2, que I'on peut ramener a la croissance d’un
rayon de contact R variant comme ¢.
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700
A tot (Um2)
600 1

500 - @ « °
400 ¢ s

359 o patchi o patch3

404 A patch (um2)

300 1 30
L4 25
20
200 4 o 15
° 10 s
100 4 e : e e . 't (sec)'
20 40 60 80
0 T T T 1
0 100 200 300 500
t (sec)
4,5
InA
*1 (patch) %
-~
3,51 -
] -
e
2,54 O/// ~1
21 LAz
b
1,5 - ‘,—’
~
o _-
1 2
-~
0,59 -~
0 +—o T T T T T 1
2 2,5 3 3,5 4 4,5 5,5
Int

F1G. 6.17 — A : Tracé de 'aire to-
tale adhérente de la vésicule de
la Fig. 6.16 en fonction du temps
— en encart, tracé de laire de
deux patches au cours du temps.
On note une différence notable
de comportement; B extrac-
tion d’une loi de puissance pour
la croissance d'un patch unique,
conduisant & A ~ t! soit, grace a
la géométrie du phénomene, R ~
t% pour le rayon d’une petite
zone adhésive.

Interprétation (F. Brochard) : démouillage Aux temps trés courts, les
arguments sont les mémes que dans le cas des vésicules tendues : les biotines
n’ont pas le temps de diffuser et 'on définit de la méme maniere un angle de
contact O par W =~ ¢6%. La croissance du contact se fait par démouillage du
coussin sur lequel repose la vésicule. Le liquide est récupéré dans un bourrelet. La
force motrice qui tire sur le bourrelet est W. La force de friction qui s’y oppose
est dominée par le coin de liquide et est [deGennes et al., 2001]

fv:n%

o vy = dR/dt est la vitesse de démouillage (~ pm/s, d’apres la Fig. 6.17).
L’équilibre entre force motrice et force visqueuse conduit a

g
3

Aux temps semi-courts (R?* < Dt), les biotines commencent & diffuser dans le
contact. Dans la limite R? < Dt, on retrouve le bilan de diffusion vu dans le cas

des vésicules tendues

R*(T'ye — Iy) =~ DT

soit, en utilisant la relation [y kT = 06%/2,

62 — 62

Dt kT

TR o
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| tot 7 .
"(Auor) FiG. 6.18 — Tracé du logarithme

de l'aire totale adhérente de la
vésicule de la Fig. 6.16 en fonc-
tion du logarithme du temps : on
extrait sur la zone de croissance
de Taire de contact que A;p; ~
t19 donc que le “rayon associé”
a cette aire totale varie ~ t¢.

2 2,5 3 3,5 4 In(t) 45

La vitesse de démouillage est alors donnée par

3/2
o3 Dt
va =0 (1 + E)

Si R? < Dt, on trouve alors une loi de croissance
. o
RR? ~ =63, D33
U]

soit
R~ t5/8

La croissance des petits patches d’adhésion, comme nous I'avons vu, se fait avec
une loi de puissance ayant un exposant de 0,5, ce qui est voisin de la valeur de
5/8~0,63. Cette étape initiale de ’adhésion est relativement bien décrite par ce
modele.

La croissance du contact est trop rapide pour que les stickers diffusent vers
elle, et I'on entre vite dans le régime R? > Dt. Ce cas est discuté en détail
au paragraphe 4.2 de [de Gennes et al., 2003]. On trouve alors que T'; sature a
une valeur voisine de I'y. La vitesse aux “temps longs” est alors constante, vy ~
quelques vg4o. R varie alors en ¢, ce que I'on observe pour l'aire totale de la zone
adhérente (Fig. 6.18).

6.2.2.e Conclusions et perspectives

Ces expériences montrent que la tension initiale influence grandement les
cinétiques observées. Pour une “vésicule tendue”, on attend un étalement. Pour
une “vésicule molle”, on prévoit que la croissance du contact se fasse par démouillage
du coussin (Fig. 6.14). Les modeles proposés permettent de rendre relativement
bien compte des observations expérimentales, mais la description de la dynamique
entiere d’une adhésion se révele étre souvent délicate.
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Dans le cas détendu, le démouillage nuclée a plusieurs endroits. La cinétique
est difficile a suivre (peu de points, donc des exposants relativement peu précis
pour les croissances de patches uniques). Le suivi de l'aire totale apporte une
facon “de moyenner” les erreurs de mesures...

Dans un cas voisin d’établissement de contact d’un objet mou (une bille
d’élastomere) sur un substrat mouillé, le démouillage spontané conduit a des
zones multiples de croissance difficiles & analyser [Martin, 1997]. Les lois de crois-
sance ont pu étre mises en évidence en plagant un nucléateur au centre du méplat
et en suivant la croissance d'un méplat unique. Pour tirer des informations quan-
titatives et solides sur I’adhésion de vésicules tres molles, il faudra de la méme
fagon nucléer un contact unique au centre du coussin avant que le film liquide ne
“craque” spontanément.

Afin d’introduire une répulsion stérique dans le systeme, des essais (tres)
préliminaires ont été effectués avec des vésicules portant 1% de cap-biotine et
5% de PEG2000, sur des bicouches contenant 1% de cap-biotine. La cinétique
d’adhésion est ralentie en présence de PEG, conformément a ce qui a été vu avec
un autre systeme [Boulbitch et al., 2001}, méme si le PEG n’est présent que d’un
coOté.

Enfin, dans le cas des cellules ou les densités de molécules clefs sont tres faibles,
la constitution des zones adhésives est conditionnée par la diffusion des protéines.
Malheureusement, par manque de temps, nous n’avons pu explorer les régimes
de tres faibles concentrations qui correspondent aux cas étudiés théoriquement
[de Gennes et al., 2003].
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Chapitre 7

Phénomenes de transport : pores
transitoires et fusion
membranaire

Lorsque deux cellules adherent entre elles pour former un tissu, il existe une
jonction “de communication” qui, comme son nom l'indique, permet aux dites cel-
lules de communiquer (voir le chapitre “Adhésion cellulaire et cadhérines”). Que
cela signifie-t-il 7 Communiquer, a ces échelles la, ¢’est échanger des molécules, les
faire passer entre compartiments de la cellule ou entre deux cellules. Ces molécules
peuvent étre des ions, des protéines, de 'ADN, de ’ARN... Pour permettre ces
échanges, il y a plusieurs solutions : des molécules-canaux, fonctionnant avec
ou sans ATP, ou bien simplement des “trous” dans la membrane, appelés pores
lipidiques.

Nous allons présenter succintement dans ce chapitre comment cela se passe
au niveau des membranes biologiques, et nous détaillerons une étude de pores
lipidiques géants et transitoires observés sur des vésicules géantes placées dans
un milieu tres visqueux et éclairées de maniere intense. Nous utiliserons 1’étude
initiale effectuée au laboratoire par O. Sandre lors de sa these pour rappeler que
ces pores géants constituent un “tensiometre de ligne” et par quel biais on accede
a ce parametre critique de la membrane. Nous montrerons ensuite comment on
peut abaisser la tension de ligne, par adjonction de molécules “edge-actives”, qui
peuvent s’accumuler au bord du pore. Enfin nous montrerons que ces agents de
ligne favorisent la fusion membranaire.

Les résultats nouveaux, obtenus au cours de cette these, ont été I’aboutisse-
ment du travail réalisé a I'occasion du stage de DEA de N. Borghi [Borghi, 2002]
et leurs interprétations et discussions ont été menées avec ’aide d’Olivier Sandre
(Paris VI) et Erdem Karatekin (IBPC, Paris).
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7.1 'Transport a travers une membrane

Une bicouche lipidique, comme la membrane cellulaire ou la membrane nucléaire,
constitue une barriere lipidique difficilement franchissable pour des molécules
chargées ou de grande taille entre deux compartiments aqueux. Il faut donc des
“passages” connectant ces derniers entre eux. Nous allons discréminer deux modes
de connexion, soit via des protéines spécifiques enfichées au travers de la mem-
brane, soit juste par des trous la percant.

7.1.1 Dans les systémes biologiques [Alberts et al., 2002]

La nature a dessiné, pour les cellules, un ensemble de protéines transmem-
branaires qui permettent a des solutés chargés ou non de traverser la bicouche,
sans devoir dépasser une barriere énergétique énorme du fait de la présence de
la zone hydrophobe de la membrane. Ces protéines sont appelées canaux (si elles
ne consomment pas d’énergie pour faire passer les objets) ou pompes (s’il leur
faut consommer de ’ATP pour pouvoir le faire). Les Fig. 7.1A et B montrent des
exemples de ces protéines qui peuvent étre une protéine unique, comme la valino-
mycine (petit canal pour ions K*), la bactériorhodopsine (pompe & protons) ou
la calcium ATPase (pompe & Ca*"); ou bien des assemblages plus complexes de
plusieurs protéines, comme les jonctions de communication dans les complexes
adhérents entre deux cellules d’un tissu ou les pores nucléaires par lesquels tran-
sitent le message génétique.

D’autres structures de communication, lors de 'exocytose!, en particulier, ne
sont pas encore bien décrites : s’agit-il d'une structure simple, comme un pore
essentiellement lipidique (un “trou”) ou une structure plus complexe, formée par
rassemblement de protéines (Fig. 7.2) 7

7.1.2 QObservation de pores lipidiques

Lorsque l'on veut faire entrer des molécules dans des cellules, comme des
fragments d’ADN afin de leur faire produire des protéines particulieres, on utilise
une technique appelée “électroporation”. Par application d’un champ électrique
sur les cellules, on les rend plus perméables... D’une utilisation tres large, le
fonctionnement de cette technique n’est encore pas entierement comprise.

L’existence de pores purement lipidiques ne fait aujourd’hui plus de doutes
(comme le souligne [Sandre, 2000] dans la revue qu’il fait sur ces structures),
car ils ont été visualisés sur des systemes naturels, par microscopie électronique
([D.C.Chang et al., 1992], Fig. 7.3A), ou sur des systémes artificiels en microsco-
pie optique ([Zhelev and Needham, 1993], Fig. 7.3B). Dans le cas des systemes

!Phénomene qui permet & de petites vésicules de se décharger de leur contenu & l’extérieur
de la cellule, dont un cas extrémement important est la communication entre les neurones au
niveau des synapses par relargage de neurotransmetteurs
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Fic. 7.1 — Exemple de phénomenes permettant de faire passer des molécules a
travers une membrane. A : passifs : diffusion due a un gradient de concentration
ou molécules canaux; B : actifs : molécules pompes, consommant de 1’énergie
par le biais d’une transformation chimique d’une molécule (ATP ou autre); C :
pore au niveau d’'une synapse, permettant a une petite vésicule de relarger son
contenu, apres que les membranes aient été “attachées” 1'une a 'autre par des
molécules spécifiques (SNARES).
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vésicule synaptic
vesicle

— syntaxin 1
— synaptobrevin 2
— SNAP-25

R

Fi1G. 7.2 — Fusion d’une vésicule avec une membrane, dans le processus de com-
munication synaptique. Des protéines, les SNARESs, sont capables d’attacher les
deux membranes de maniere spécifique, afin de favoriser la fusion. Mais quel est
leur role dans la structure du pore qui est formé a la suite? (d’apres le site web
de J. Rothman, Sloan-Kottering Research Center, NY).

naturels, on a observé que ces pores se cicatrisent, ce qui correspond a l'obser-
vation faite que des cellules survivent a l’électroporation et méme peuvent se
diviser.

FiG. 7.3 — Pores lipidiques obtenus par électroporation, A : observés en microsco-
pie électronique par cryofracture sur la membrane de globules rouges; B : observé
(fleche) en microscopie optique sur une vésicule géante pressurisée par aspiration
dans une micropipette (pour les références, voir texte). On note la différence de
taille entre les pores suivant la complexité et la résistance des structures.

Outre ces expériences, des pores lipidiques ont été “visualisés” sur des mem-
branes lipidiques supportées (ou Black Lipid Membranes) : ils se traduisent par
une diminution de la résistivité mesurée entre les deux compartiments que la
membrane sépare.

Enfin, la mise sous tension, par adhésion sur une surface [Sandre et al., 1999b]
ou par illumination intense [Sandre, 2000] a permis de nouveau d’observer des
pores géants qui causent la destruction de la vésicule dans le premier cas, mais
qui sont transitoires, c’est-a-dire s’ouvrant et se refermant, dans le deuxieme. Ce
sont ces derniers que nous allons présenter plus en détails dans ce qui va suivre.
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7.2 Pores photo-induits : un tensiometre ‘“de
ligne”

En observant des vésicules marquées avec une sonde fluorescente, préparées
dans un milieu tres visqueux (un mélange 1 :2 de sucrose et de glycérol, trente
fois plus visqueux que l'eau), O. Sandre a d’abord constaté que ces vésicules,
tres souvent fortement fluctuantes quand on commence a les observer, se tendent
au bout d'une demi-heure d’illumination continue. Soudain, un pore géant, de
plusieurs microns de diametre s’ouvre tres rapidement (quelques fractions de
seconde), puis se referme lentement (quelques secondes) et se scelle pour finir.
Sur la Fig. 7.4, on peut voir une séquence typique de mise sous tension suivie de

Fi1G. 7.4 — Séquence conduisant a 'apparition d’un pore transitoire dans une
vésicule géante : a-b : mise sous tension d’une vésicule molle, en a peu pres une
demi-heure; ¢ : pore géant ouvert. La barre représente 10 microns. (extrait de
[Puech et al., 2003]).

I’apparition d’un pore. Sur la Fig. 7.5, on peut voir un bel exemple de fermeture
de pore, d’apres [Karatekin et al., 2003b].

7.2.1 Systeme expérimental

Les vésicules géantes de DOPC sont préparées par électroformation dans un
mélange 2 :1 sucrose 300 mOsm et de glycérol. Le mélange final contient 100
mOsm de sucre et a une viscosité de 32,1 cP, soit plus de trente fois celle de 'eau
[Sandre, 2000]. Le plateau de tension de 1’électroformation dure 6 h & température
ambiante. Excepté ce point particulier, et un repos des vésicules a 4°C pendant
une nuit, le reste de la procédure est similaire a celui présenté dans le chapitre
“Matériel et méthodes”. Les vésicules, une fois extraites de la cellule d’observation
sont marquée par perfusion (durant au moins une heure) a 1 ou 2 % v/v avec
une solution de Di6-ASPBS (EtOH, 560 uM ), puis sédimentées quelques heures
dans une solution glucose/glycérol de mémes osmolarité et viscosité. Elles sont
introduites dans une chambre d’observation qui est ensuite scellée. Pour plus
de détails, le lecteur pourra se reporter a [Sandre, 2000, Karatekin et al., 2003b,
Puech et al., 2003].
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Fic. 75 — Fermeture d'un pore géant
transitoire dans une vésicule (extrait de
[Karatekin et al., 2003b, Sandre, 2000]). L’ouver-
ture a lieu entre les deux premieres images : elle
est tres rapide. La fermeture quant a elle prend
plusieurs secondes : c’est 1’étape de la vie du pore
qui est la plus facile a suivre et a exploiter, en
particulier des lors que le pore se situe a I’équateur
de la vésicule. La barre représente 10 microns.

Une vésicule fluctuante, isolée des autres est alors choisie par observation en
microscopie de fluorescence, et elle est suivie et éclairée en continu. Généralement,
la mise sous tension prend une demi-heure et le premier pore surgit alors. Il est
suivi par une cascade de pores qui apparaissent a intervalles de temps réguliers (~
min). Chaque vésicule fait un grand nombre de pores (jusqu’a plusieurs dizaines)
avant de se détruire. On peut donc accumuler bon nombre de résultats sur la
dynamique de ces pores.

7.2.2 Modele

Afin de décrire la vie complete des pores transitoires observés, un modele a
été développé. Tl est exposé en détails dans [Brochard-Wyart et al., 2000]. Nous
ne donnerons ici que les étapes nécessaires a la compréhension de la modélisation
du phénomene et insisterons surtout sur la loi de fermeture des pores qui donne
acces a la tension de ligne.

Si un pore s’ouvre, c’est que la membrane de la vésicule est mise sous tension
0. L’énergie de surface est alors diminuée car 'aire de la membrane diminue. o
est la force motrice de I'ouverture d'un pore.

La réorganisation des lipides au bord d’'un pore cotite de I’énergie a la mem-
brane. Par unité de longueur, c’est la tension de ligne 7. Une membrane n’aime
donc pas avoir de bords : la tension de ligne tend a cicatriser les trous de la
membrane. 7 est la force motrice de la fermeture. En dimension, 7 ~ k/e, ou e
est ’épaisseur de la bicouche.

L’énergie de la membrane trouée s’écrit

F = Fo—nrio + 2nrr
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Si 'on trace F(r), on a un maxima pour un rayon de nucléation r. = 7/0. La
hauteur de la barriere énergétique a franchir est U = 772/0 (U/KT ~ 10* —
109). La nucléation sera donc toujours hétérogene. Une poussiere, un agrégat de
colorant ou de lipide vont nucléer les trous dans la membrane. On va voir que
certains tensioactifs, ayant une grosse téte hydrophile, s’adsorbent sur les bords
du trou, et peuvent faire chuter 7 d’un facteur 100. L’énergie de barriere U chute
dun facteur 10, et la membrane devient “perméable” : apparition des pores est
alors tres favorisée et les implications a la fusion membranaire seront décrites a
la fin de ce Chapitre.

Pour décrire la vie des pores transitoires (ouverture/fermeture), on écrit que
le gain d’énergie lorsque r (> r.) augmente est perdue en dissipation visqueuse
dans la membrane :

or — 1 = 4mngr

Cette équation décrit aussi bien I’éclatement dune bulle visqueuse. Mais dans le
cas des vésicules, il y a une complication supplémentaire. Des que le pore s’ouvre,
deux mécanismes de relaxation font chuter la tension de la membrane :

(i) I'ouverture du pore diminue la surface projetée de la membrane. On
appelle 7. le rayon ou ¢ = 0 (r, ~ pms);

(ii) la vésicule sous tension est un ballon gonflé. Deés qu’on le perce, le
liquide fuit et le rayon de la vésicule, R, diminue, relaxant aussi o. Dans l'eau, le
“leak-out” est rapide, et des qu'un trou s’ouvre, o chute et le pore se referme a
des tailles si petites qu’il est invisible. Dans des mélanges visqueux eau/glycérol,
le “leak-out” est tres ralenti, et le pore s’ouvre presque jusqu’a 7. : on observe
alors des pores “géants”.

— _ leak-out
o=0 0=0, 3
r /
N N
—> —> —>
R
lumiére ouverture fermeture
R, R,  ~sec ~10seca1/2h R

F1c. 7.6 — Dans un milieu visqueux, le pore s’ouvre avant que le liquide n’ait eu
le temps de fuir. Mais il ne peut se refermer sans “leak-out”. La fermeture est
lente.

La tension o(r, R) est fonction de la taille du trou, r, et du rayon de la vésicule,

R : R
izl_i_gl%
oL ro ré
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avec R; le rayon de la vésicule tendue avant que le pore ne s’ouvre, r. le rayon du
pore qui relaxerait totalement la tension en ’absence de fuite du liquide interne et
0o la tension initiale (Fig. 7.6). Le “leak-out” vide la vésicule et change son rayon.
L’équation pour R est celle d’'un ballon qui fuit, et fait intervenir la pression de
Laplace dans le ballon, o/R, et la viscosité ambiante, 1y

20713

3770R

AT R’R =

On peut ainsi décrire la vie entiere (ouverture tres rapide, fermeture lente et
scellement rapide) d'un pore dans une vésicule géante a 1’aide du systeme de 3
équations différentielles couplées ci-dessus. Des simulations numériques, utilisant
comme parametre libre (3mmoR3)/(8nsrc) qui jauge la rapidité de la fuite de
liquide au travers du pore, ont montré un tres bon accord de ces équations et des
variations du rayon du pore et de la vésicule mesurées par traitement d’images
sur des séquences expérimentales. On pourra trouver le détail des calculs dans
[Brochard-Wyart et al., 2000].

Le régime le plus accessible expérimentalement est celui de la fermeture lente
du pore (plusieurs secondes). Cette cinétique est donc facilement observable. La
mesure des rayons du pore et de la vésicules peuvent étre automatisés, dans le
cas de pore a I’équateur, grace a la géométrie cylindrique du probleme.

Lorsque I'on considere cette étape, avec un rayon de vésicule, R, qui varie tres
lentement (ce que l'expérience montre et justifie comme approximation) et une
tension qui varie peu (ce que confirment les simulations numériques), on arrive
analytiquement a une loi simple décrivant cette étape de fermeture lente

) 2 o r
r=— TX —
37'('7]0 R?
qui s’integre facilement :
R’In(r) = — X T X t+cst

o

On a donc une méthode simple qui donne acces a la tension de ligne, (presque...)
sans effort ! Il suffit juste de mesurer R(t) et r(t), ce qui dans le cas des pores se
présentant sur 1’équateur (comme ceux des Figs. 7.4 et 7.5) se fait en utilisant
des fonctions programmeées pour Scionlmage.

De telles données sont présentées sur la Fig. 7.7.

7.2.3 Lipides seuls

Pour des vésicules composées de DOPC seul, sans modification de leur en-
vironnement, la valeur de la tension de ligne est de l'ordre la dizaine de pico-
newtons. En fait, elle dépend du fournisseur de lipides... en effet, comme nous
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Fic. 7.7 — Fermeture d'un pore géant
transitoire dans une vésicule (extrait de
[Puech et al., 2003]). A : tracé du rayon du
pore au cours du temps (insert : rayon de
la vésicule, quasi-invariant); B : tracé de
R?1In(r) qui montre bien que 'on a une droite
i . dans le régime de fermeture lente. C’est a

| partir de I'ajustement de cette zone par une

)

méthode de moindres carrés que l'on peut,
via la pente, obtenir une mesure de la ten-
0 2 4 6 8 t(s)10 sion de ligne T.

le verrons, certains produits de dégradation (comme les lysolipides, qui sont les
résidus d’oxydation des phopholipides) peuvent jouer treés fortement sur la ten-
sion de ligne. Pour les lipides les plus purs (et les plus chers, par conséquent),
ceux d’Avanti Polar Lipids, 7 = 20,7 + 3,5 pN, alors que pour des lipides que 'on
peut considérer comme moins purifiés, ceux de chez Sigma, 7 = 6,9 £+ 0,42 pN
[Karatekin et al., 2003b]. Comme on le voit, la tension de ligne est tres sensible...
aux molécules perturbant la bicouche. Dans chaque étude comparative présentée
par la suite, nous avons toujours pris garde d’utiliser des lipides provenant du
méme fournisseur, et si possible, du méme lot.

Il faut noter que ’on ne voit qu'un pore unique sur une vésicule, et que dans
un champ d’observation contenant plusieurs vésicules, on peut voir qu’apres a peu
pres la méme durée d’éclairement, les vésicules sont toutes tendues et se mettent
a faire des pores en simultané. De tels pores n’apparaissent pas dans 'eau : la
fuite du liquide interne est trop rapide, car sa viscosité est faible, et le pore ne
peut atteindre de grande taille [Brochard-Wyart et al., 2000] : on peut parfois,
avec des vésicules extrémement tendues (par adhésion) en voir, mais leur “vie”
ne dépasse pas quelques images a cadence vidéo, soit quelques dizaines de ms.

Que se passe-t-il une fois que le pore s’est refermé? La vésicule a alors une
membrane légerement froissée, comme schématisé sur la Fig. 7.6. Si ’on continue
a I'éclairer, elle se remet alors sous tension en quelques minutes (de l'ordre de
une a cinq minutes) et un autre pore s’ouvre, trés souvent au voisinage du méme
endroit que le premier. Le systeme peut ainsi “cycler”... et la vésicule présente
une succession de pores, réguliers dans le temps. On peut ainsi, sur une seule
vésicule, montrer que la tension de ligne varie peu au cours du temps et sans
tendance particuliere. On peut alors comparer plusieurs tensions de ligne sur
plusieurs vésicules différentes, et la barre d’erreur expérimentale est comparable
a celle obtenue sur différents pores de la méme vésicule. O. Sandre a réalisé une
étude détaillée de cette succession de pores [Sandre, 2000], que ’on retrouve dans
[Karatekin et al., 2003b].
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Nous verrons dans le paragraphe suivant quelques idées sur l'origine de la
mise sous tension des vésicules. Une question que 1'on se pose naturellement est
comment nucléer un pore.

A

E
Fic. 7.8 — Diagramme énergétique d’un pore

en fonction de son rayon, r, en ne prenant en
compte que la tension de ligne et la relaxa-
tion de la tension de la membrane due a I'ou-
E - \ r, Velzture du pore (frippem/ent). Pour e.xpliquer
; 3 » qu’un pore ayant dépassé le rayon critique r,
a § ne demeure pas stationnaire avec un rayon
p, il faut introduire la fuite lente du liquide
interne comme deuxieme mode de relaxation

de la tension o.

2
La barriere d’énergie E, = 7 est de Vordre de 10°kT pour des valeurs

raisonnables de 7 (~ 10 pN) et o?e o (1 210 x107% N/m) : le processus de
nucléation du pore ne peut donc étre qu'hétérogene. Un défaut présent dans
la membrane (poussiere, agrégat de colorant ou de lipides dégradés,...) est le
nucléateur qui permet 'ouverture du pore.

7.2.4 Tension photo-induite : quel mécanisme ?

Une des grandes énigmes restantes autour des pores transitoires est la nature
exacte du phénomene de tension photo-induite des vésicules. Nous allons exami-
ner les pistes proposées par [Sandre, 2000] & la lumiere des expériences réalisées
depuis.

La premiere piste est celle d'une réaction photochimique, induite par la
lumiere, au niveau des lipides, via les molécules de colorant (les lipides n’ont
pas de bande d’absorption la ot le colorant absorbe) : nous avons tenté de réaliser
Iexpérience consistant a illuminer fortement, avec la lumiere d’excitation de la
fluorescence utilisée dans les expériences classiques, des vésicules non marquées.
Dans les mélanges de sucre/glycérol utilisées, le contraste entre la solution in-
terne et la solution externe se révele étre trop faible pour pouvoir observer quoi
que ce soit. Nous ne pouvons pas amener avec ces expériences d’information
supplémentaire.

La seconde piste concerne I’expulsion des sondes de la membrane, mais n’a
pas été l'objet de nouvelles expériences, si ce n’est que des pores transitoires ont
été observés en changeant de colorant (RH237) et méme en utilisant un lipide
marqué NBD (qui est a priori plus stable dans la membrane car ayant des chaines
plus longues).
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La troisieme piste est liée a une photo-isomérisation des colorants et a
leur agrégation.

La photoisomérisation de Di6-ASPBS a été étudiée récemment [Pons et al., 2002] :
il est possible d’induire le flip-flop des molécules de colorant en appliquant un fais-
ceau laser (celui du microscope a deux photons utilisé dans les expériences des
chapitres précédents) sur une vésicule marquée. Ce phénomene est visualisé par
I’observation conjointe en SHG et TPEF des vésicules. Il est lié a 'isomérisation
de la double liaison qui joint les deux cycles du chromophore de la molécule (cha-
pitre “Matériel et méthodes”). C’est un phénomene non linéaire, que I’on ne peut
engendrer par illumination avec notre lampe a mercure.

L’agrégation des colorants dans la membrane, pour des concentrations im-
portantes de colorant peut étre signalé par le quenching, pour des molécules de
type pyridium (voir [Sandre, 2000]). Utilisant Di6-ASPBS lors d’expériences de
marquage “sous l'objectif”, en utilisant de maniere simultanée I'imagerie en SHG
et en TPEF des vésicules, nous avons observé (avec T. Pons de 'ESPCI) que
I'intensité de fluorescence de la membrane augmente puis diminue au cours du
temps, alors que la SHG ne fait qu’augmenter (Fig. 7.9). Le nombre de molécules
dans le feuillet externe augmente donc, mais leur fluorescence diminue. Ceci reste
encore a interpréter de facon claire, mais pourrait expliquer la présence d’agrégats
de colorant dans la membrane, sites potentiellement nucléateurs des pores.

Fic. 7.9 — Marquage “on line”
d’une vésicule avec Di6-ASPBS :
la SHG (e) ne cesse de croitre,
alors que la TPEF (o) chute (in-
oo —© tensités normalisées).

Enfin, I'hypothese de transition de phase des lipides n’a pas été réexaminée.
Nous avons essayé de voir cependant si ’élévation de température au niveau du
focus de I'objectif pouvait étre une source de perturbation importante de la mem-
brane (que l'on peu “blesser” avec un laser [Bar-ziv et al., 1995]). La Fig. 7.10
montre qu’elle n’est que de quelques degrés. A température ambiante, on est loin
de la température de fusion des chaines du DOPC (7;,, < 0) : cet échauffement
modeste ne doit pas perturber la bicouche de maniere importante.

Une hypothese plus plausible est la dégradation des lipides. Les queues de
DOPC portent chacune une insaturation. Si I’'on casse une de ces doubles liaisons,
le lipide ne possede plus qu'une queue hydrophobe, et devient plus soluble. Il peut
alors partir en solution, mettant ainsi la vésicule sous tension.
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F1G. 7.10 — Variation de T locale due a la fo-
] T-T(initiale) °C —expérence 1 calisation de la lumiere d’excitation de fluo-
rescence a son intensité maximale, mesurée a
I’aire d'une sonde PT100, dans un mélange
sucrose/glycérol 66%. Deux expériences ont
été menées, une semblable en temps a la mise
sous tension d’une vésicule géante (30 min),
0 o a0 om0 100 l’aqtre semblable a une expérier'lce‘ d’obser-
t (min) vation de pore (1h30). La variation reste

inférieure a 5°C.

7.2.5 Autres méthodes de mise sous tension

Afin de mettre sous tension une vésicule, on peut aussi la faire adhérer. L’ob-
servation de la rupture de vésicules géantes par adhésion sur des surfaces planes
de verre a été étudiée ailleurs [Sandre et al., 1999b]. Ici, nous allons présenter ra-
pidement la mise sous tension de ces mémes objets par adhésion sur des colloides.
Les détails expérimentaux pourront étre trouvés dans [Fery et al., 2003]. Ce tra-
vail a été réalisé sous la direction de A. Fery lors de son stage post-doctoral au
laboratoire.

Des billes recouvertes d’un polycation, le PAH, celui-la méme qui nous a servi
a faire adhérer des vésicules sur des surfaces de verre dans le chapitre précédent,
sont mises en présence de vésicules géantes marquées qui portent une légere charge
négative.

Afin de ralentir les processus de diffusion et de convection, 'expérience a
lieu, comme pour l'observation des pores, dans un milieu visqueux. Une bille est
capturée a l'aide d’une pince optique et amenée pres d'une vésicule, sans que
le faisceau laser ne touche la membrane. L’adhésion de la vésicule, fluorescente,
sur les billes, initialement non fluorescentes, est suivie en vidéomicroscopie. La
Fig. 7.11 montre deux exemples d’adhésion, avec mise sous tension de la vésicule
[Fery et al., 2003, Karatekin et al., 2003b]. Parfois, il est aussi possible de voir
un recouvrement d’une deuxieme bille apportée en renfort, mais cela depend de
I'exces de surface de la vésicule observée.

Afin de rendre I'adhésion plus spécifique, nous avons envisagé d’utiliser des
billes (de 2 microns) recouvertes de streptavidine, et de les mélanger en solution
avec des vésicules portant quelques % de cap-biotine. La Fig. 7.12 montre de
telles billes adherant sur des vésicules. Malheureusement, le montage de pinces
optiques ayant été déménagé en Allemagne entre temps, nous n’avons pas pu
pousser plus loin cette étude. En marquant différemment deux populations de
vésicules et en les mélangeant, on peut mettre sous tension une seule des deux
populations en introduisant des billes la reconnaissant spécifiquement. On peut

162



7.3. MODIFICATION DE LA TENSION DE LIGNE

FiG. 7.11 — Adhésion de vésicules sur des colloides chargés, manipulés avec des
pinces optiques. Elles sont molles au départ, puis se tendent au fur et a mesure que
la membrane “mouille” la surface des billes. Les barres correpondent a 3 microns.
Pour la premiere rangée, la séquence dure 3,4 sec (d’apres [Fery et al., 2003]).

de la méme facon fagociter des billes dans le cas d’adhésion forte, et de fa(;on
sélective, ce qui peut étre intéressant en pharmacologie (“drug delivery”)

F1a. 7.12 — Adhésion de vésicules biotinylées sur des billes (taille 2 microns), re-
couvertes de streptavidine, dans une solution de sucre peu visqueuse. L’expérience
est réalisée en mélangeant simplement les solutions de billes et de vésicules. A
cause de la présence de petites vésicules, résiduelles de 1'électroformation, et
d’agrégats de lipides, beaucoup de billes sont fluorescentes car inactivées : leurs
sites sont déja passivés par ces objets parasites. On peut néammoins voir des
adhésions spécifiques (en microscopie de fluorescence ou en transmission) car les
billes bougent le long de la membrane et ne s’en décollent pas.

7.3 Modification de la tension de ligne

Comment peut-on jouer sur la tension de ligne ? Nous avons vu qu’elle est tres
sensible a la présence de molécules modifiant les propriétés des bicouches, comme
des produits de dégradation des lipides (les lysolipides par exemple). Controler la
tension de ligne est essentiel : cela permet de favoriser ou d’empécher la formation
de pores dans la membranes. L’autoriser permet de délivrer facilement un principe
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encapsulé. L’interdire permet de rendre la membrane peu faillible (ce qui pour
nos cellules est essentiel).

Nous avons donc choisi d’introduire dans le systeme des molécules capables
de stabiliser ou de déstabiliser le bord du pore. Ces molécules doivent étre am-
phiphiles pour s’intégrer dans la membrane. Selon leur HLB (Balance hydro-
phobe/hydrophile) elles ont une partie hydrophile plus ou moins encombrante.

Les molécules qui vont étre capables de s’insérer au bord du pore ont une grosse
téte hydrophile (HLB > 8).

C D /A\ F1G. 7.13 — Courbure spontanée et géométrie

c >0 c ~0 c <0 des molécules : inclusion au niveau de la bor-
o o 0 . 7 ’ .

lysolipides lpides  cholestérol  dure du pore, qui a une géométrie presque

Tween 20 cylindrique. Les détergents ont usuellement

anaas asasa une forme conique (courbure positive) et les

ﬂ‘ﬁﬁ %‘ﬁ‘ﬁﬁa lipides ont une forme presque cylindrique

11 QX U UUI ¢ (courbure nulle). D’autres molécules peuvent
N

avoir une courbure négative (cholestérol) —

fraction =
raction = Gp adapté d’apres [Karatekin et al., 2003b]

On peut considérer le bord du pore, de rayon r, comme une déformation
élastique de la bicouche d’épaisseur e, composée de lipides dont la courbure spon-
tanée est nulle (“de forme cylindrique”) [Chernomordik et al., 1985]. Si l'on y
inclue une faible fraction # de molécules ayant une courbure spontanée différente
de zéro (“de forme conique”), ¢p, positive ou négative, on peut alors en faisant
I’hypothese que les différentes contributions sont additives, obtenir la contribu-
tion moyenne de ces molécules a la courbure moyenne, soit fcg. La bicouche ayant
un module élastique x et les molécules au niveau du pore se réorganisant de la
maniéere indiquée sur la Fig. 7.13 (bourrelet hémicylindrique), on peut écrire son
énergie de courbure intégrée sur toute la surface du bord du pore, soit

k(2 1 ?

Ebord =5 <_ + - — 000) 7T26T
2\e r

En I'égalant a 1’énergie que cotite le pore, soit

Epore = 20T

et en remarquant que r > e et § < 1 (pour des inclusions diluées), on arrive a
[Chernomordik et al., 1985]

T o~ E(1 — 0,c0€)
e

La fraction de molécules ici, 6, est celle qui est inclue au bord du pore et peut
différer de celle présente dans le reste de la bicouche, en particulier dans le cas ou
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les molécules “aiment” le pore et viennent s’y concentrer, ou bien le “détestent”
et s’en excluent. Un exemple extréme de ceci est une protéine qui ne se localise
qu’au bord du pore : la taline [Saitoh et al., 1998].

On peut donc voir sur cette équation comment varie a prior: la tension de
ligne en fonction de la molécule amphiphile ajoutée. Si elle a une courbure spon-
tanée positive, c’est-a-dire une grosse téte polaire et une petite queue hydrophobe,
elle aura tendance a aller cicatriser le pore et a diminuer la tension de ligne plus
sa concentration sera grande dans la membrane. A l'inverse, si sa courbure est
négative, c’est-a-dire une petite téte polaire et une grosse partie hydrophobe,
alors la tension de ligne devrait augmenter linéairement (au moins pour le régime
dilué) avec la quantité de molécules présentes.

Nous allons présenter dans ce qui suit I’étude de la modification de la tension
de ligne, mesurée a 'aide des pores transitoires, par ajout de molécules ayant une
courbure négative (cholestérol) ou négative (famille des T'ween). Nous montrerons
comment les mesures effectuées sont interprétables dans un premier temps a partir
de I'équation précédente, et nous apporterons des explications plus moléculaires
pour la famille des Tween.

7.3.1 Courbure négative : le cholestérol (O. Sandre)

Le cholestérol est un composant central de la régulation des propriétés de nos
cellules. On lui attribue un role important dans leur résistance mécanique.
Cette molécule, représentée sur la Fig. 7.14, peut étre modélisée comme ayant
une forme de cone inversé, c¢’est-a-dire comme ayant une courbure négative [Israelachvili, 1992].
D’apres ce que nous avons vu, son inclusion devrait conduire a une augmentation
de la tension de ligne quand on augmente sa concentration.

F1G. 7.14 — Cholestérol. Sa téte hydrophile est signalée
par un cercle. On percoit aisément sa géométrie conique
inversée et donc le fait que sa courbure spontanée soit
négative.

Le cholestérol, de par la tres faible taille de sa téte polaire est essentiellement
hydrophobe : on ne peut l'ajouter simplement a une suspension de vésicules
géantes, sous peine de n’obtenir que des agrégats de cholestérol, et peu d’incor-
poration dans les membranes. Il faut I'inclure au moment de I’électroformation.
Sa grande hydrophobicité nous assure que, au moins pour les faibles concentra-
tions, le % mol/mol de cholestérol du dépot de lipides sera reconstitué dans les
vésicules géantes.

Ainsi, en mélangeant le cholestérol en solution organique avec du DOPC jus-
qu’a 30%, et obtenant des vésicules géantes dans un mélange sucre/glycérol iden-
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tique a ce que 'on a déja vu, O. Sandre a pu observer des pores transitoires plus
courts (c’est-a-dire se fermant plus vite, ce qui est une signature d’une tension
de ligne plus élevée) que dans le cas DOPC seul. La dynamique de fermeture de
ces pores suit bien la loi R?In(r) linéaire établie. La mesure de la tension de ligne
en fonction de la quantité de cholestérol inclue a 1’électroformation est présentée
Fig. 7.15

Fic. 7.15 — Variation de la tension
de ligne mesurée grace aux pores
transitoires en fonction de la quan-
tité de cholestérol ajoutée au DOPC
lors de I'électroformation. Les lipides
sont des lipides Sigma. On note une
nette augmentation de la tension de
ligne avec 'augmentation de la quan-
tité de cholestérol, signature d’une
déplétion en cholestérol au bord du
trou (exces de ligne < 0). (adapté de
[Karatekin et al., 2003b]

T augmente avec 6, et 'on peut méme, pour les concentrations les plus faibles,
obtenir une loi linéaire. Ceci montre une déplétion en cholestérol au voisinage de
la ligne (exces de ligne négatif). Ces résultats sont analysés plus en détails dans
[Karatekin et al., 2003b]. Le cholestérol étant aussi connu pour modifier le mo-
dule de courbure k(#), cette influence y est aussi analysée. Les résultats obtenus
confirment bien que le cholestérol diminue la perméabilité des membranes, et
augmente leur résistance [Chen and Rand., 1997].

7.3.2 Courbure positive : les Tween

Les détergents sont des molécules amphiphiles, capables de s’organiser en mi-
celles directes quand elles sont dissoutes dans de ’eau, au dessus de leur CMC (en
dessous de cette concentration, les molécules sont essentiellement non aggrégées).
IlIs peuvent ainsi créer un environnement hydrophobe, permettant de solubili-
ser des molécules insolubles dans 'eau, comme les corps gras lorsque 1'on fait
sa vaisselle, en formant des micelles mixtes. En biologie, Ils sont souvent uti-
lisés pour détruire des membranes cellulaire afin d’en extraire des protéines, d’en
séparer des structures lipidiques particulieres (les rafts ou Detergent Resistant
Membrane)... 1ls sont aussi utilisés pour reconstituer des protéines transmem-
branaires dans des vésicules [Rigaud and Levy, 2003]. On pourra, comme revue
sur les interactions entre membranes et détergents, se reporter a [Inoué, 1996,
Heerklotz and Seelig, 2000].
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Leur forme est modélisable par un cone (Fig. 7.13) et ils ont donc une cour-
bure positive. D’apres cette géométrie, ils ont tendance a préférer la bordure du
pore, car c¢’est la région la plus courbée. La Fig. 7.13 montre un tel arrangement.
L’équation dérivée de [Chernomordik et al., 1985] nous dit que la tension de ligne
de la membrane devrait alors diminuer d’autant plus que les détergents sont
présents en grande quantité dans cette région. On a donc affaire a des molécules
qui sont, des agents de ligne (ou “edge-actants”, par analogie avec les “surfac-
tants”, qui sont des agents de surface) [Saitoh et al., 1998, Puech et al., 2003],
car elles vont se situer essentiellement au niveau du bord du pore. Celui-ci peut
etre considéré comme une ligne.

Nous avons réalisé une étude quantitative de I'influence d'un détergent, le
Tween 20 (sa structure est présentée sur la Fig. 7.16 et ses caractéristiques sont
données dans la légende). La principale différence de cette étude par rapport a
celle effectuée avec le cholestérol est que 'on peut ajouter directement dans le
milieu d’observation le détergent a une concentration connue. Une étude quali-

.
z Fig. 7.16 — Tween 20 (z + y + z = 20). Ce tensioactif neutre a
oﬁ la forme d’un cone, sa courbure est positive. La téte polaire, de

grande taille comparée a celle de la partie hydrophobe, est signalée
par un cercle coloré. Sa CMC dans 'eau est 60 M et sa HLB de
16,7 en fait un bon émulsifiant de I’huile dans ’eau. Il est tres utilisé
en membranologie pour “récupérer” des protéines membranaires. A
cause de sa structure, il existe une distribution de taille de chaines
donc de géométrie qui nous est inconnue (Sigma) : nous verrons un
effet moyen.
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tative préliminaire, utilisant un gradient de concentration entre 0 et 10xCMC, a
montré que 1’on peut observer des pores transitoires, mais beaucoup plus longs a
se refermer (jusqu’a plusieurs minutes), permettant de mesurer une chute impor-
tante de la tension de ligne, par un facteur 100. D’autres tensioactifs, comme le
cholate de sodium, dont la structure est I’exacte inverse de celle du cholestérol,
ont permis de constater le méme type d’effet [Karatekin et al., 2003b].

Afin de visualiser l'effet de la concentration en Tween 20 (acheté chez Sigma,
de polydispersité inconnue) sur la tension de ligne, nous avons introduit des
vésicules géantes, préparées dans un mélange sucrose/glycérol avec des lipides
DOPC Avanti Polar Lipids, dans des cellules contenant un mélange iso-osmolaire
glucose/glycérol/Tween 20 préparé a partir d’une solution trés concentrée en
tensioactif [Borghi, 2002]. Le temps requis pour que les vésicules sédimentent
et qu’elles se tendent sous illumination assure que la concentration est relative-
ment homogene dans toute la cellule d’observation scellée. Le systeme peut étre
considéré a l'équilibre, car le temps nécessaire pour échanger une molécule de
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Tween 20 entre la solution et la ligne est tres court devant la durée de vie du
pore [Puech et al., 2003]. Un parametre important est la CMC de ce tensioactif
dans les solutions visqueuses utilisées : elle ne peut étre la méme, car le glycérol
est moins polaire que I'eau. On s’attend donc a ce qu’elle soit plus élevée (surtout
qu’il y a 2/3 de glycérol en volume).

7.3.2.a Mesure de la CMC

Afin de la mesurer, et comme le Tween 20 est neutre, nous avons choisi une
méthode de détermination par fluorescence du pyrene [Lantzsch et al., 1998]%. Le
spectre d’émission de celui-ci, présenté en encart sur la Fig. 7.17A, est sensible
a la polarité de l'environnement. Le rapport d’intensité I;/I3 des pics a 372 et
380 nm varie : plus I’environnement devient apolaire, plus le pic a 380 nm est
marqué, et ce rapport diminue. Il cesse d’évoluer des lors que l'on a atteint la
CMC.

La Fig. 7.17 présente les mesures par cette méthode de la CMC dans 'eau
(A, qui est vérifiée étre la méme que la valeur donnée par la littérature et le
fabriquant) et dans un mélange eau/glycérol 1 :2 (v/v) (B). Dans ce deuxieme
cas, la CMC mesurée est 20 fois supérieure a celle dans I'eau, soit aux environs
de 1,2 mM.
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Fia. 7.17 — Mesure de la CMC de
Tween 20 dans l'eau (A) et dans

1.30 o [P PR AR R S PO Y , ,
\. e un mélange eau/glycérol 66% par la
1.25 4 o . P N
@ P eess oot méthode de fluorescence du pyrene. En
e N . ' . '  insert dans A, la molécule de pyrene
1 2 3 4 5 6 . . N
PR p— et son spectre (excitation a 330 nm).
/13 Les intensités relevées sont [; a 372 nm

e et I3 a 383 nm. Le rapport d’intensité
:: I,/I5 varie en fonction de I'hydropho-
14 ] bicité du milieu, donc de la présence
1401 N, ou non de surfactants et de micelles.
s LN La CMC est mesurée a la rupture des

1.30

] ~~—— pentes [Borghi, 2002].
1.20 > : h -\\‘s

T T T T T
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Concentration/CMC(eau)

2Des essais de mesure par fluorescence avec de ’ANS comme traceur ne se sont pas montré
concluants

168



7.3. MODIFICATION DE LA TENSION DE LIGNE

7.3.2.b Observations

En utilisant des solutions contenant des concentrations de Tween 20 jusqu’aux
alentours de sa CMC, nous avons pu observer 'existence de pores transitoires dont
la dynamique, au moins pour les concentrations tres en dessous de la CMC me-
surée, est semblable a celle des pores observés avec des vésicules de DOPC seul
ou de DOPC/cholestérol. Pour ces concentrations la, les pores ont une durée de
vie plus grande (ils se referment moins vite que dans le cas sans tensioactif, signe
d’une diminution de la tension de ligne) et plusieurs pores peuvent se succéder
pour la méme vésicule. La détection par les macros est plus délicate, car le ten-
sioactif fournit au colorant un milieu moins polaire et par conséquent le fond de
fluorescence augmente avec la concentration de tensioactif.

Au voisinage de la CMC, le “premier” pore est quasiment le seul observé,
car il dure une vingtaine de minutes et “dévore” la vésicule (Fig. 7.18). Nous
reviendrons sur ceci plus loin.

251 um
20 - R
m_____,___ )
o :l MM’VW’MM '

k/‘: 0

— 54

0 50 100 150 t(e0) 500

F1G. 7.18 — Pore “infini” au voisinage de la CMC. Le pore commence a se refermer,
puis son rayon devient quasi-stationnaire alors que celui de la vésicule diminue
beaucoup plus fortement (image empruntée a [Borghi, 2002]). A partir du premier
régime (en encart), qui est semblable & celui observé pour des concentrations
plus faibles en Tween 20, on peut extraire la tension de ligne associée a cette
concentration.

La mesure de 7 sur différentes vésicules, ou sur différents pores de la méme
vésicule (lorsque cela est possible), ne montre pas de variabilité nette (pas de
tendance). Les écarts mesurés sont du méme ordre de grandeur et permettent
de construire des barres d’erreurs expérimentales raisonnables (ce qui peut étre
imputé a la polydispersité de Tween 20).

7.3.2.c Isotherme d’adsorption 1D

Ainsi, on peut construire une “isotherme unidimensionnelle” de Tween 20
sur le bord du pore, en tracant 7(c). La Fig. 7.19A présente la courbe obtenue
et montre (i) que la tension de ligne diminue bien lorsque la concentration en
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détergent en solution augmente et (ii) que cette diminution n’est pas monotone :
quatre régimes différents apparaissent tres clairement.

Fic. 7.19 — A : Isotherme uni-
dimensionnel de l'adsorption de
Tween 20 sur le bord de pores
transitoires de vésicules géantes
de DOPC. Trois régimes dis-
tincts sont visibles. B : Analyse
de l'isotherme avec une équation
de Gibbs a 1D : on en extrait
les exces de ligne dans les deux
régimes de variation, et 1'on ob-
serve une compacification de I’ar-
3 ¢ o 1 rangement des molécules de ten-

|
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line tension (pN)

-
N
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-
=)
/
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l 1 sioactif au bord du pore (dans le
. X 1 premier régime, 2 molécules/nm ;
cmm) 10" dans le troisieme, 9 molécules/nm

— voir texte).
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Loin en dessous de la CMC, ot des pores multiples sont observés, trois régimes
peuvent étre décrits. Aux tres faibles concentrations, la tension de ligne diminue
d'un facteur 3 (régime I) avant d’atteindre un plateau (régime II). Ces deux
premiers régimes ressemblent a une isotherme d’adsorption classique. Puis la
tension de ligne diminue encore (régime III) jusqu’a atteindre une valeur 5 a 6
fois plus petite que sa valeur initiale. Enfin, au voisinage de la CMC, ou 'on voit
un premier pore quasi-unique, la tension de ligne continue a diminuer, jusqu’a
atteindre une valeur presque deux ordres de grandeur plus petite que la valeur a
concentration nulle, ce qui avait été observé lors des tests préliminaires. En fait,
on peut réduire ces quatre régimes en trois : une décroissance rapide, un plateau
et une deuxieme décroissance, plus douce.

7.3.2.d Discussion

La Fig. 7.20 montre les différents scénarios proposés pour rendre compte des
régimes observés, en se basant sur les équilibres possibles et probables entre le
tensioactif et le bord du pore.

Pour les tres faibles concentrations, le détergent s’inclut préférentiellement au
niveau du bord du pore et le cicatrise,, diminuant ainsi fortement la tension de
ligne. Des que la concentration en bulk atteint ¢* = 0,01 mM, qui peut étre vue
comme une “concentration (linéique) critique”, le bord du pore est saturé, et les
molécules excédentaires vont dans un réservoir, qui ne peut étre ici que le reste de
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i C augmente —>

Fic. 7.20 — Interactions proposées entre le tensioactif et le bord du pore, pour
les différents régimes observés dans l'isotherme de ligne de Tween 20 (d’apres
[Puech et al., 2003].

la membrane, étant donné que 'on est loin de la CMC. Ces molécules ne jouent
alors pas de maniére importante sur la tension de ligne (si ce n’est que 'on peut se
poser la question de leur influence sur le module de courbure k), et la tension de
ligne ne varie plus, jusqu’a ce que I'on atteigne une autre “concentration (linéique)
critique” ¢** = 0,05 mM. A partir de la, la tension diminue de nouveau, et I'on
peut avancer que cela est le signe d’'un changement d’organisation du systeme
(par analogie avec les isothermes de Langmuir), c¢’est-a-dire de la réorganisation
de Tween 20 sur la ligne du pore. Pour cela, les molécules de tensioactif doivent
étre plus densément organisées, comme le montre la Fig. 7.20. Enfin, au voisinage
de la CMC, I'intégrité de la membrane est perdue progressivement car des micelles
peuvent exister et détruire la membrane en emportant, au sein de micelles mixtes,
des lipides.

On peut analyser cet isotherme en utilisant un analogue 1D de I’équation de
Gibbs, qui permet alors de tirer de 'isotherme 1'exces de ligne des molécules de
tensioactif [Puech et al., 2003]. Elle s’écrit [Chen., 2000], avec p ~ kT'In(c) le
potentiel chimique de ces molécules,

r - ﬁ_ L dr
74 T kT dIn(e)

Le tracé de 7(In(c)) présenté sur la Fig. 7.19B permet alors, en effectuant des
ajustements linéaires dans les régimes I et I1I de mesurer I'j, : ~ 2 molécules/nm
(régime I) et ~ 9 molécules/nm (régime III) . Cela étaye bien notre idée d'une
condensation des molécules de Tween 20 au niveau du bord du pore lors de la
deuxieme phase de décroissance de la tension de ligne.

L’autre information que l'on peut déduire de l'isotherme est 1’énergie d’ad-
sorption d’une molécule de tensioactif au niveau de la ligne : un modele simple,
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basé sur I’énergie libre des molécules au niveau de la ligne, aboutit a une énergie
de 12kT [Puech et al., 2003].

7.3.2.e Comparaison Tween 20/Tween 80

Afin d’étudier comment varie I’adsorption de molécules de tensioactif au ni-
veau du bord du pore, nous avons effectué des expériences similaires de mesure
de 7(c) en utilisant un autre Tween, le Tween 80. Il ne differe en structure de
Tween 20 que par une chaine hydrophobe plus longue, la téte polaire restant la
méme (z +y + z = 20). Il est donc a priori moins conique que Tween 20, donc
devrait moins aller se placer au niveau du bord du pore, mais s’incorporer plus
dans la membrane (il a la méme taille de chaine que le DOPC).

La mesure de sa CMC dans 'eau avec la méthode du pyrene n’a pas posé
de probleme, alors que celle dans le mélange visqueux n’a pu étre effectuée de
maniere convaincante.

Nous avons pu obtenir des pores transitoires et mesurer des tensions de ligne,
mais cela a été (pour des raisons encore mal comprises) plus difficile qu’avec le
Tween 20 et a conduit a des mesures plus dispersées. La comparaison entre les
deux Tween, pour les faibles concentrations en tensioactif est présentée sur la
Fig. 7.21. La seule conclusion que nous pouvons apporter a ce stade est qu’il
semble bien que Tween 80 s’inclut moins au niveau du pore, car les diminutions
de tension de ligne enregistrées semblent moins importantes que pour Tween 20.

Fic. 7.21 — Comparaison des
isothermes d’adsorption de deux
Tween, 20 et 80. La dispersion
des points obtenus est plus grande
avec le Tween 80 qui est plus po-
lydisperse en tailles de chaines. Il
abaisse moins la tension de ligne

20 1
18 4
16 1
14 1
12 4
10 1

6-
*1 omweenso a concentration semblables que
21 ©® Tween 20 [ . 9e .
0 . . . . : : , Tween 20, car il s’inclut moins
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 : .
¢ (mM) bien au niveau du bord du pore,

ayant une géométrie moins co-
nique.

7.4 Conclusions et perspectives

Apres avoir montré comment obtenir des pores transitoires dans des vésicules
géantes en milieu visqueux et comment la dynamique de leur fermeture nous
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donne acces a la tension de ligne de la membrane, nous avons étudié la modifi-
cation de ce parametre par ajout de molécules qui stabilisent ou déstabilisent le
bord du pore, selon leur géométrie.

Une étude antérieure nous a permis de montrer que si la molécule ajoutée
a la bicouche possede une courbure négative (forme de cone inversé), alors elle
s’exclue du bord du pore et la tension de ligne augmente avec sa concentration
(exces de ligne < 0). Le cas du cholestérol, composant tres important de nos
membranes cellulaires, a été exposé. Il permet de comprendre un autre role de
cette molécule, en plus de sa capacité a augmenter la rigidité des membranes : en
augmentant leur module de courbure, il diminue leur capacité a faire des pores.

Nous avons présenté le premier isotherme 1D d’adsorption de molécules sur
une ligne. Les tensioactifs “hydrophiles”, grace a leur courbure positive (forme
conique), se localisent aux endroits les plus courbés de la membrane, ici le bord du
pore, et abaisse I’énergie de ligne. Nous avons mesuré la variation de la tension de
ligne en fonction de la concentration en Tween 20 du milieu, et observé différents
régimes, régis par ’équilibre entre le tensioactif en solution et dans la ligne, et
sur des réorganisations des tensioactifs dans la ligne.

Nous pouvons mentionner un début d’étude (par N. Borghi) sur d’autres
agents de ligne, les lysolipides, plus délicats a manier, que I’on peut soit introduire
a l'électroformation, soit dans le milieu. Les pores infinis sont en train d’étre
modélisés, par F. Brochard et I’équipe de J. Prost [Girard, 2003].

Enfin, on peut signaler quelques observations extrémement intéressantes décrites
par [Karatekin et al., 2003a] montrant 'importance des agents de ligne dans la
fusion membranaire : en présence d'une quantité suffisante de tensioactif, des
phénomenes de fusion de vésicules géantes, de méme signe, en milieu visqueux,
sont observés (Fig. 7.22). Leur fréquence est bien plus importante qu’en I’absence
de tensioactifs. La fusion se passe par ouverture simultanée de pores stabilisés par
les molécules coniques, puis par réorganisation des bords des pores. Les proces-
sus de fusion biologique, dont on a parlé au début de ce chapitre, utilisent des
molécules spécifiques capables de maintenir de telles structures (Fig. 7.2). Des
études sont en train d’étre menées par E. Karatekin (IBPC, Paris) et D. Tareste
(Lab. de J. Rothman, New-York, USA) pour déterminer un systéme minimal per-
mettant d’éclaircir ces phénomenes et comment nos résultats sur des pores géants
peuvent étre utilisés pour guider la recherche sur les pores nanoscopiques.
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Ny

0.80s

Fic. 7.22 — Séquence de fusion de deux
vésicules en présence d’un tensio-actif, le
Tween 20 — Il y a ouverture simultanée
de deux pores au voisinage I'un de l'autre
[Karatekin et al., 2003a].
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Conclusions et perspectives

Ce travail de these a porté sur I'utilisation de vésicules géantes comme systemes
modeles simples des membranes biologiques. En particulier, ’adhésion spécifique
de tels objets, décorés par des protéines, et les phénomenes de transport a travers
la membrane, au travers de pores lipidiques géants, ont été étudiés.

Dans le Chapitre 4 est exposée l'utilisation d’une nouvelle technique, per-
mettant d’accéder simplement a l'ordre de grandeur de la tension de vésicules
lourdes, reposant au voisinage d’une surface, en combinant les microscopies de
fluorescence et d’interférences par réflection. Elle est appliquée au suivi de la ten-
sion de vésicules subissant un dégonflement osmotique doux, ainsi qu’a leur mise
sous tension photo-induite. Cette technique peut servir a déterminer la tension
de vésicules avant adhésion sur un substrat modele, parametre qui a une forte
influence sur la cinétique de I’adhésion.

Dans le Chapitre 5 est présentée la décoration de vésicules géantes par chélation
de protéines portant une étiquette histidine sur des lipides porteurs d’ions métalliques.
Ce type de fixation, qui permet d’orienter les protéines a la surface des vésicules,
a été étudié en utilisant une protéine fluorescente, la GFP-6His. La fonctiona-
lisation de surfaces de verre par formation, a partir de petites vésicules, d'une
bicouche supportée pouvant étre décorée avec des protéines par chélation est
détaillée. De la, deux types d’expériences d’adhésion ont été menés, utilisant des
fragments EC12-6His de E-cadhérine, une protéine calcium-dépendante essentielle
a la cohésion des tissus et impliquée dans de nombreux phénomenes cancéreux :
(i) entre vésicules libres, et (ii) entre des vésicules et une bicouche supportée.
Dans les deux cas, une étude statistique des contacts, en présence ou en absence
de calcium, a été effectuée. Dans les expériences de type (i), aucune différence
notable avec et sans calcium n’a été observée. Dans les expériences de type (ii),
un fragment muté, moins adhésif, a été utilisé comme controle, et la statistique
d’adhésion, sur les surfaces décorées, est sensible a la présence de calcium et au
remplacement de la protéine “efficace” par le mutant. Le systeme construit est un
systeme d’adhésion spécifique mais dans des conditions délicates, car les énergies
mises en jeu sont tres faibles. Une suite possible de ce travail serait de faire varier
la longueur de ces fragments, ce qui pourrait améliorer I’adhésion a la fois en
fournissant une accessibilité et une mobilité des sites actifs plus grandes, ainsi
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que, peut-étre, des sites actifs supplémentaires (sur EC3, 4, 5).

Le Chapitre 6 expose l'utilisation de polyélectrolytes ou de la “super-glue”
moléculaire (le couple streptavidine/biotine) conduisant & une adhésion forte,
qui permet de suivre la cinétique de phénomenes d’adhésion non spécifique ou
spécifique, entre une surface et une vésicule géante. En étudiant ’adhésion entre
une bicouche supportée décorée avec de la streptavidine et des vésicules bioti-
nylées, nous avons mis en évidence le role majeur de la tension de la membrane.
Elle joue a la fois sur la morphologie de I'adhésion (présence d'un ou de plusieurs
zones d’adhésion), et sur la cinétique de croissance de ces zones (pour une ten-
sion élevée, la cinétique est plus lente que pour une tension faible). Ce type de
systemes devrait nous permettre de valider de récentes prédictions théoriques sur
les lois de cinétique de croissance de contacts. En travaillant a des concentrations
en protéines extréemement faibles — voisines des densités de surface des cellules —,
on aimerait suivre la cinétique de recrutement des protéines qui diffusent vers le
contact et qui régulent sa croissance. Par ailleurs, si ces protéines sont immergées
dans une brosse de PEG, dont la fonction est d’éliminer I’adhésion non spécifique,
I'adhésion clef/serrure distord la brosse et conduit a des interactions attractives
entre les protéines liées. Cette séparation de phase ou les protéines s’agglomerent
en de nombreux “patches” devrait modifier les lois de croissance du contact. En-
fin, il serait aussi intéressant de défaire les contacts ainsi formés en détachant
les vésicules par des écoulements, des pinces optiques ou magnétiques. L’énergie
de détachement dépend de la vitesse de rupture du contact — et peut se relier
a la force de rupture d’'un lien unique mesurée par E. Evans et al.. On aurait
ainsi une correspondance entre les travaux sur les molécules uniques et sur tapis
moléculaire. Dans le cas de vésicules tres peu tendues, afin de s’affranchir de la
possibilité d’avoir plusieurs zones d’adhésion en méme temps et du démarrage
fréquent de I’adhésion au bord de la zone de contact, il faudra nucléer un contact
unique en plagant une bille au centre du méplat et suivre la croissance d’un patch
unique de géométrie simple.

On peut aussi mentionner ici la possibilité d’utiliser la technique d’observation
de l'interface entre une bicouche supportée et une vésicule géante afin de sonder
des phénomenes d’hémifusion et de fusion de membranes, induits par des charges,
de peptides de fusion ou de SNAREs. On peut espérer imager les étapes de ces
processus.

Enfin, dans le Chapitre 7 sont présentés des résultats concernant la modifi-
cation de la tension de ligne de membranes, par adjonction dans le systeme de
molécules “agents de ligne”. La cinétique de fermeture de pores transitoires, s’ou-
vrant dans des vésicules géantes en milieu visqueux sous l'effet de leur mise sous
tension par la lumiere, permet d’accéder facilement a la valeur de la tension de
ligne. L’ajout de molécules tensioactives diminue la valeur de ce parametre, sans
modifier les traits essentiels de la cinétique de fermeture. La tension de ligne gou-
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verne la capacité d’'une membrane a résister a I’apparition de trous. Les molécules
tensioactives choisies vont, grace a leur géométrie, s’insérer préférentiellement au
niveau du bord du pore afin de le “cicatriser” : les pores observés durent plus
lontemps, jusqu’a plusieurs dizaines de minutes pour de fortes concentrations en
tensioactif. En mesurant la tension de ligne, 7, en fonction de la concentration,
¢, on obtient une isotherme d’adsorption a une dimension du tensioactif sur la
ligne formée par le bord du pore. Cela nous permet de mesurer ’énergie d’ad-
sorption des molécules. La dépendance 7 en fonction de log ¢ donne I'excede ligne
par une formule de Gibbs étendue a 1D. La capacité d’une famille de molécules
a stabiliser le bord du pore en fonction de leur géométrie est aussi discutée : plus
la forme conique de la molécule est prononcée, plus elle est & méme de remplir
cette fonction. La présence de telles molécules facilite les phénomenes de fusion
entre vésicules parce qu’en diminuant 7, on diminue la barriere énergétique pour
nucléer un trou dans la membrane, étape initiale de la fusion membranaire. L’ap-
plication de ce type de mesures a des familles de tensioactifs plus monodisperses
(copolymeres, lysolipides) et/ou d’intérét biologique (protéines, antibiotiques...)
peut nous apporter une meilleure compréhension des phénomenes de fusion de
membrane qui sont cruciaux pour les échanges entre 'intérieur et I'extérieur de
la cellule (exocytose).

Sous la forme d’un article est présentée ma contribution a la réalisation d’un
systeme minimal permettant de tirer des tubes de membrane a 'aide de flux hy-
drodynamique et électro-osmotique, afin d’en étudier la dynamique d’extraction
et de relaxation. Ceci fait actuellement I'objet d’un travail de these.

Les vésicules géantes, malgré leur fragilité qui demande a I’expérimentateur
beaucoup d’expérience pour les manipuler, constituent un systeme modele de pre-
mier choix pour isoler et visualiser certains phénomenes biologiques, en particu-
lier les phénomenes d’adhésion. Mais il leur manque, outre I’activité des systemes
biologiques, encore un élément pour se rapprocher d'une membrane cellulaire : le
cytosquelette qui sous-tend cette derniere et lui confere bon nombre de ses pro-
priétés mécaniques. Le but actuellement est d’étendre ce travail a des “coques
molles” décorées de molécules d’adhésion, et pouvant contenir un milieu interne
gélatineux.
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