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RE´FACE
Lenanomondeduvivant
«
Smallisbeautiful
»estunsloganquis’adaptea`laperfectiona`labiologie.Lecorpshumainestconstitue´d’environcinqmillemilliardsdecellules,chacuned’entreellesfonctionnantgraˆcea`unemultitudedenanophe´nome`nesetdenano-machines.Laperfectiondessyste`mesd’informationetdesenginsmole´culairesa`l’œuvredanslescellulesestaujourd’huiunesourced’inspirationfe´condepourlesscientiﬁquesengage´sdansl’aventuredesnanotechnologiesetdesnanomate´riaux.L’ADNstockedansunvolumedel’ordredequelquespicolitreslatotalite´del’in-formationge´ne´tiquene´cessairea`laprogrammationdude´veloppementembryon-naire,deladiffe´renciationdescellulesetdufonctionnementdesorganismes.Ilcontientaussil’ensembledelamachinerieetdesmoteursmole´culairespermet-tantlare´plicationdecetteinformationetsadistributiondanslescellulesﬁlleslorsdesdivisionscellulaires.Lese´changesentrel’inte´rieuretl’exte´rieurdescellules,maisaussientrelesdiverscompartimentsdecelles-ci,sefonta`traverstoutunsyste`medevalvescomplexesd’ouverturesﬁnementre´gle´es,lescanauxioniques.L’ATP,formemole´culairedestockagechimiquedel’e´nergie,estsynthe´tise´epardesmicro-moulinsdontlerotorestmuˆparunﬂuxdeprotons.Cheminantdansundensere´seaudemicrotubulesetdemicroﬁlaments,desconvoistransportententoussenslesconstituantscellulairesaﬁndelesacheminera`leurspostesdetravail.Desbacte´ries,protozoairesetcellulesdeme´tazoairessepropulsentgraˆcea`diverstypesdemoteurs,ﬂagellesoumicro-he´lices.Bienentendu,toutescesnanomachinesbiologiquesconstituentuneformidablesourced’inspirationpourleschercheursavidesd’enreproduirelesperformancesa`desusagesscientiﬁquesouindustriels.L’und’entreeuxestdeparfairelesme´thodesd’explorationultra-structuraledesobjetsbiologiques:pucesa`ADN,a`prote´inesoua`cellules,nanoparticulesbouleversantlechampdelamicroscopie;pincesoptiquespermettantdemicromanipulerdesnano-objets,demesurerlesforcesmisesenjeu.
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PRÉFACE
Plusieurstypesdedosagesbiologiquespeuventaujourd’huieˆtreassocie´sdansdesnanolaboratoires(
Lab-on-a-Chip
)auxproprie´te´se´tonnantes.L’undesde´ﬁsdecetteexplorationdunanomondecellulaire,del’utilisationdecertainesdesesrecettesaﬁndes’approcherdecertainesdesesperformances,estl’e´diﬁcationdenanorobotsmole´culairesauxquelspourraienteˆtreconﬁe´esdestaˆchesd’investigationoudetraitementautre´fondsducorpshumain,voireauseinmeˆmedescellules.Danscetroisie`mevolumedelase´ried’ouvragesconsacre´eauxnanosciences,leslecteursprendrontconscienceavece´tonnement,voiree´merveillement,del’inge´-niosite´desdispositifsmole´culairesretenusparlase´lectionnaturelle.Ilspartage-rontalors,sansdoute,l’espoirdesauteursd’extrairedecetteexplorationlemoyenpourl’hommedere´aliser
denovo
desnanoenginsmimantplusoumoinslessys-te`mesbiologiques,aﬁndelesmieuxconnaıˆtreet,lecase´che´ant,dereme´diera`leursdysfonctionnements,c’est-a`-diredecombattrelesmaladies.AxelK
AHN
Directeurdel’InstitutCochinDirecteurdel’IFRAlfredJost
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NTRODUCTION
N
ANOBIOTECHNOLOGIESETNANOBIOLOGIE
Tailledesobjetsbiologiques
Depuisl’antiquite´jusqu’a`l’inventiondelamicroscopieoptiqueparVanLeeuwen-hoekauXVII
e
sie`cle,l’hommenepouvaite´tudierquedesobjetsbiologiquesquie´taientvisiblesa`l’œilnu,etdoncdetaillesupe´rieureaumillime`tre.Lamicro-scopieoptiqueapermisdedescendreaumicrome`tre,soituneame´liorationdemille.Ensuite,ausie`clepasse´,lamicroscopiee´lectroniqueapermisdedescendrea`ladizainedenanome`tres.Lenanome`treetmeˆmel’angstro¨m(0,1nanome`tre)sontmaintenantleslimitesdere´solutiondenombreusestechniquesmodernesd’imageriemole´culaire.Eneffet,de`slamoitie´duXX
e
sie`cle,lese´tudescristal-lographiquesdel’ADNetdesprote´inesontpermisd’avoirprogressivementuneconnaissancedelastructuredesobjetsbiologiquesavecunere´solutionle´ge`re-mentsupe´rieurea`0,1nanome`tre,soitlatailledel’atomed’hydroge`ne.Desmole´-culesprote´iquestre`scomplexes,quirepre´sententdesassemblagesdeplusieursprote´ines,sontmaintenantbiencaracte´rise´esetleurscoordonne´estridimension-nellessontaccessiblesdansdesbasesdedonne´es.L’imageriemole´culaireafaitdesprogre`sconside´rablesdepuislestravauxhe´roı¨quesmene´sparlesphysicienscristallographesdulaboratoireCavendishdeCambridge.Ilestpossibleaujourd’huid’avoirlastructurecomple`ted’uneseulemole´cule,quellequesoitsataille.Cequiestplusdifﬁcile,lorsquel’ontravaillesurunemole´culeuniquesielleestcomplexe,estdepouvoirvisualisersonmouvementauseind’uneprote´ineou,encoreplusde´licat,auseind’une´diﬁcemultiprote´ique.Lamicroscopiee´lectroniqueetlestechniquescritallographiquesnesontge´ne´ralementapplicablesqu’a`despre´parationsde´pourvuesdemouve-mentmole´culairebienque,depuisunevingtained’anne´es,lestechniquesdeRMNaientpermisdesuivrelesmouvementsinternesdepetitesprote´inesd’unetailledequelquesnanome`tres.Cequiestnouveauaveclestechniquesnouvellesde´critesdanscetouvrage,c’estqu’ilestmaintenantpossibled’e´tudierlefonctionnementd’unecellulevivante
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INTRODUCTION
aveclare´solutiondunanome`tre,soitunmilliondefoisinfe´rieura`cequiestobservablea`l’œilnu.
Ils’agitla`d’uneve´ritablere´volutiontechnologique
,quin’estpaslimite´ea`l’observationduvivant,maisame`neaussia`laconstructiondesobjetsbiologiques.Ilestmaintenantenvisageabledereconstruireunecelluleenpartantdesescomposantsmole´culaires.Cetteconstructionvautiliserlesproprie´-te´sd’auto-assemblagedesconstituantsbiologiques(lesprote´inessereconnaissentets’auto-assemblent).Maisilseraaussipossibledeguidercesassemblagesparlestechniquesphysiquesde´veloppe´esre´cemment.
(a)(b)(c)(d)
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Taille des objets biologiques
Laconvergencedesnanosciencesetdessciencesduvivant
Larencontredelaphysiqueetdelabiologien’estpaschosere´cente.Lede´butdeXX
e
sie`cleavaitvulacollaborationfructueusedelachimieetdelabiologie,quiallaitdonnerlapossibilite´defabriquerdesreme`des,nonplusa`partird’ex-traitsdesplantesquelanatureprodiguait,maisparsynthe`sechimiquetotale,conduisantainsia`l’expansiondunombredeme´dicamentsdisponiblespoursoi-gnerefﬁcacementunnombrecroissantd’affections.LemilieuduXX
e
sie`cleavulesme´thodesdelaphysiques’appliqueravecsucce`sa`l’e´tudeduvivant,condui-santa`cequel’onappelleralabiologiemole´culaire,dontl’undespremiersre´sul-tatsmarquantsseralare´solutiondelastructuretridimensionnelledesacidesnucle´iquesetd’autresmacromole´culesparapplicationdesme´thodesdediffrac-tiondesrayonsX,e´tendantainsilese´tudesdecristallographiea`labiologie.Nousassistonsaujourd’huia`unenouvelleconvergence,celledesnanosciencesetdessciencesduvivant,etl’onentrevoitde´ja`comment
cetterencontrere´volu-tionneranotreapprochedessciencesdelavie
,commelesmicrotechnologiesetlesnanotechnologiesontbouleverse´lestechnologiesdel’informationetdelacommunication.L’expe´riencedetouslesjoursnousmontrequelapuissancedenosordinateurspersonnelsdoubletousles18moisenvironpouruncouˆtquiresteconstant,voire
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quidiminue.Celaae´te´rendupossibleparl’extreˆmeminiaturisationdesdisposi-tifse´lectroniquesetparlare´ductiondetailledestransistorsquilescomposent.En1950,untransistoravaitdesdimensionsdel’ordredequelquescentime`tres(10
−
2
m);aujourd’hui,untransistoroccupeunespacequisemesureendizainesdenanome`tres(10
−
8
m),soitungaindel’ordredumillion.Unere´ellere´volutions’estde´roule´esousnosyeuxaucoursdes25dernie`resanne´es.Nousnesavonspas(nousnesavonsplus)leroˆleindispensablequejouentlescomposantse´lec-troniquesdansnotreenvironnementquotidien,depuisnotrete´le´phoneportablejusqu’a`notrevoiture.Cestechnologiesimpliquentd’eˆtrecapabled’observeretdemanipulerlamatie`rea`unniveaudere´solutionvariantdumicrome`tre(10
−
6
moumillionie`medeme`tre)aunanome`tre(10
−
9
moumilliardie`medeme`tre).Lesnanosciencesonte´galementmisaupointdesme´thodesd’investigationadapte´esa`cesnouveauxe´di-ﬁcesaucoursdesdernie`resanne´es.A`titred’exemple,l’utilisationdemicroscopesa`forceatomique(AFM)ameˆmepermisdede´placerindividuellementdesatomesetdelesrangerselondesdispositionspre´cises.A`titredecomparaison,lescomposantsdesorganismesvivantssonte´galementdetaillemicrome´trique,voiresub-microme´trique.Nosvaisseauxsanguinsetnosbronchessontdescapillairesdequelquesmicrome`trestransportantdesﬂuidesoudesgaz.Lescellules,unite´sfonctionnellesduvivant,sontdesglobulesdequelquesmicrome`tresdediame`tre.A`l’inte´rieurdescellules,desre´actionschimiquess’ef-fectuentauseindecompartimentsdequelquesattolitres(10
−
18
L).Lepassagea`l’inte´rieurdescellulesdecompose´s(me´dicaments,me´diateurschimiques,me´ta-bolites,etc.)sefaitparl’actiondeporesd’unetailledequelquesnanome`tres.Lesagresseursdescellules(bacte´ries,virus)sonte´galementdesentite´sdelataillemicrome´trique,voirenanome´trique.Parexemple,l’enveloppeduvirusdelagrippeestconstitue´ed’unassemblagedeplusieursmacromole´culesprote´iquesetfaitquelques100nanome`tresdediame`tre.Ope´ranta`dese´chellesidentiques,parfoisselondesloiscommunes,ilestnaturelquelesnanotechnologiesrencontrentlessciencesbiologiquespourformercequel’onappellelesnanobiotechnologies.Onnetenterapasicidedonnerunede´ﬁnitionexhaustivedecequesontlesnano-biotechnologies.Iln’existeencoreaujourd’huiaucunede´ﬁnitionconsensuelle.Certainsauteursyvoientd’ailleursunstigmatecaracte´ristiqued’unedisciplineencoursdenaissanceouenpleindevenir.Onpeutnoteraupassagequecertainesde´ﬁnitionssonttre`srestrictives.Parexemple,la
NationalNanotechnologyInitiative
(cre´e´esousl’impulsiondugouvernementauxE´tats-Unis)de´ﬁnitlananotechnolo-giecomme«toutechosequimetenjeudesstructuresdontlatailleestinfe´rieurea`100nm».Unetellede´ﬁnitionrisquedelaisserdecoˆte´lesdispositifsquiactuel-lementmanipulentdesobjetsoudesﬂuidesplutoˆta`destaillesmicrome´triques,voiredesdispositifsre´ellementmacroscopiques,maisquirenfermentdesobjetsoudesstructuresnanome´triques.Aﬁnd’entrevoirlede´veloppementfuturdesnanobiotechnologies,ilesttentant,la`encore,defaireunparalle`leavecl’essordesnanotechnologiesdansledomainedel’informationetdelacommunication.Eneffet,nousvoyonsde´ja`apparaıˆtredeuxvoiespourl’instantdistinctes,selondesdirectionsdiame´tralementoppose´es.Lade´marchedite«
top-down
»consistea`miniaturiserlesoutilsd’investigationou
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INTRODUCTION
d’analysequenousposse´donsaﬁndepasserdel’objetcentime´triqueoumillime´-triquea`unobjetdefonctione´quivalentemaispluspetit.Enquelquesorte,ondescendlelongdel’e´chelle.Lade´marcheinversevisea`remonterlelongdecettemeˆmee´chelleeta`organiserdenouvellesstructuresoriginalesa`partird’e´le´mentsnanoscopiques(desatomesoudesgroupementsd’atomes)assemble´sdefac¸onapproprie´e.Ileste´videntaujourd’huiquelapremie`reapprocheregroupelamajo-rite´desactionsdesnanobiotechnologies,carsiladeuxie`meapproche,qualiﬁe´ede«
bottom-up
»,estse´duisante,elleseheurteencoreaujourd’huia`denombreusesdifﬁculte´s,dontentreautresnotreincapacite´a`pre´direlesproprie´te´sdese´le´mentsconc¸usenayantseulementconnaissancedesproprie´te´sindividuellesdeleurscom-posants.Autourdecesdeuxvoies,nousvoyonssede´velopperdenouvellestech-niquesd’imagerieetdemesuresadapte´esa`l’observationdephe´nome`nesde´sor-maisaccessibles.Ilnefaita`pre´sentplusdedoutequed’iciquelquesanne´escesnouveauxoutilsvontbouleversernotreconnaissancedesme´canismeslesplusintimesdelacellule(a`l’e´chellemole´culaireetentempsre´el)etouvrir
denouvellesetextraordinairesperspectivesthe´rapeutiques
.L’ouvragepropose´donneunaperc¸udesconnaissancesactuellesdansplusieursdomainesdesnanobiosciences.Ilestdivise´entroisgrandesparties:
Lesnano-objetsbiologiques
:danscettepartieserontde´critesquelquesbriquesdebase(ADN,structuresbiologiquestypes...)quiservirontd’exemplesetdesup-portsa`l’approchenanobiotechnologie.
Lesme´thodesd’e´tudesdesnanobiotechnologies
:leschapitresdecettepartiepre´senterontdiffe´rentsoutilsetme´thodesd’investigation(physiques,chimiques,e´lectriques)desnano-objetsbiologiques.
Lesapplicationsdesnanobiotechnologies
:lesapplicationsactuelleslesplususuellesillustrerontcettedernie`repartiequiouvriralechamppotentieldesnano-biotechnologiesversunenanome´decine.JeanR
OSSIER
,Professeura`l’ESPCI,directeurdulaboratoiredeneurobiologie,ESPCICNRSUMR7637VincentS
TUDER
Charge´derechercheaulaboratoiredeneurobiologie,ESPCICNRSUMR7637
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HAPITRE
1
R
E´GULATIONSTRUCTURALEETFONCTIONNELLEDEL
’
ADN
:
GE´OME´TRIE
-
TOPOLOGIE
-
ME´THYLATION
ChristianA
UCLAIR
1.Introduction
LestravauxdeRosalindFranklin,puisdeWatsonetCrick[1],ontpermisd’e´luci-derl’organisationarchitecturaledel’acidede´soxyribonucle´ique(ADN),supportdel’informationge´ne´tique.Lapropositionselonlaquellel’ADNe´taitstructuralementorganise´souslaformed’unedoublehe´liceconstitue´ededeuxbrinspolyme´riquesantiparalle`lesetcomple´mentairesae´te´l’unedesavance´esscientiﬁqueslesplusremarquablesduXX
e
sie`cle.Celaaeneffetpermisderendrecomptedel’organi-sationdustockagedel’informationge´ne´tique,dume´canismedelectureducodege´ne´tiqueetenﬁndume´canismedetransmissiondececodea`l’identiqued’unecellulea`l’autreaucoursdeladivisioncellulaire.L’ADNge´nomiquepre´sentedesorganisationsstructuralestre`svariablesd’unorga-nismeoud’unecellulea`l’autre,organisationslie´esauxcontraintesdelaphysio-logiedechaqueorganismeoudechaquetissu.Cettecomplexite´s’observenotam-mentauniveaudeladiversite´desse´quencesge´nomiques,latailleduge´nomehumainavoisinantles3gigabasespourenviron30000ge`nes,alorsquelalevure,quiestunorganismeeucaryoteinfe´rieur,necompteque6200ge`nespourunetaillede13me´gabases(tableau1.1).
LBPA,UMR8113,ENSCachan.auclair@lbpa.ens-cachan.fr
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Tableau1.1.
Quelquescaractéristiquesdugénomedecertainsorganismeseucaryotes.
Levure(
S.cerevisiae
)
Nématode(
C.elegans
)
Drosophile(
D.melanogaster
)
Homme
Taille(Mb)
13
100
180
3000
Teneuren[G+C]
38%
36%
43%
41%
Nombredegènes
6200
19100
13600
30000
Fractioncodante
68%
27%
13%
1,4%
Nombred’exonspargène
1,04
5,5
4,6
8,7
Tailledesgènes(kb)
1,4
2,7
3
28
Onobservee´galementunetre`sgrandevariabilite´delafractiondesse´quencescodantes(1,4%danslecasduge´nomehumain,68%danslecasduge´nomedelalevure),ainsiquelagrandevariationdelatailledesge`nes.Uneattentionparti-culie`repeuteˆtreporte´ea`lavariationdelateneurenbasesG+C,quiconditionnelastabilite´globaledeshe´licesd’ADN,lesse´quencesrichesenbasesG+Ce´tantparailleursimplique´esdanslesprocessuscle´sdelare´gulationdel’expressiondesge`nesetprobablementd’unemanie`repre´ponde´rantedanslesprocessuse´volutifs.Unpointimportantconcernelapossibilite´deme´thylationdescytosines,notam-mentauniveaudesse´quencesCpG,processusessentielimplique´danslare´gula-tiondel’expressiondesge`nes.Onnoteraquelapre´sencedese´quencesalterne´esdepairesdebasesGC,associe´ea`lame´thylationdescytosinesdecesse´quences,favorisenotammentlatransitiondelaconformationBverslaconformationZ(voirci-dessous).A`l’inte´rieurd’unmeˆmege´nome,lateneurenG+Cpeutvarierd’unemanie`retre`simportante,allantjusqu’a`80%danscertainesre´gionsdesge´nomesdemammife`res,etilsembleyavoirunecorre´lationentrelateneurenbasesGC(notammentenGCs3)etladensite´dege`nesdanslare´gionconcerne´e.Directementrelie´ea`lanaturedesse´quences,lacomplexite´del’ADNsecaracte´risedeplusparlamultiplicite´demicro-oumacrostructuresre´sultantdescontraintesphysico-chimiquesdel’enchaıˆnementetdel’appariementdesbases.Lamultipli-cite´conformationnelledel’ADN,ainsiquelesarrangementsmole´culairestelsquestructurescruciformes,triple-he´lice,te´tradesetc.,jouentunroˆleessentieldanslefonctionnementdesge´nomesetnotammentvialeurreconnaissancespe´ciﬁquepardesprote´ineseffectricesdefonctionsge´ne´tiquesimportantes.L’ADNetsonenvironnementprote´iqueconstituentincontestablementun«nano-monde»despluscomplexes,complexite´a`lahauteurdelafonction.A`l’inte´-
rieurdecettecomplexite´,ilestne´anmoinspossibled’identiﬁerquelquese´le´mentsrepre´sentatifsdufonctionnementdelamachineriege´ne´tique.Danscecontexte,cechapitreapourobjetderappelersuccinctement,a`l’aidedequelquesexemples,certainsaspectslie´sa`laplasticite´ge´ome´triqueettopologiquedel’ADNetdede´crired’unemanie`rere´sume´elesmodiﬁcationsstructuraleslie´esa`lame´thyla-tiondescytosinesetlesmodiﬁcationsfonctionnellesquiende´coulent.
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2.Géométriedeladoublehéliced’ADN
Laconformationinitialementde´criteparWatsonetCricke´taitunedoublehe´liceditede
conformationB
(ﬁgure1.1),quiestcellelaplusfre´quemmentobserve´ea`l’e´tatnaturel.
34 Å
Petit sillonGrand sillonPaires de basesappariées5’5’
Figure1.1.
Modèlemoléculaired’unedoublehéliced’ADNdeconformationB(àgauche).Détaildel’appariementdesbases(àdroite).
Ne´anmoins,ladoublehe´licepeutsepre´sentersoustroisformesge´ome´triquesde´nomme´esA,BetZ,quisecaracte´risentnotammentpardesdegre´sd’hydrata-tiondiffe´rents.Cesdiffe´rentesconformationsdel’ADNsontrenduespossiblesparunextraordinairedegre´deliberte´ge´ome´triquedesconstituantdel’ADNlesunsparrapportauxautres.Ils’agitenpremierlieudel’existencede
conforme`res
:orientationdelapartiesucre(C2
-endoouC3
-endo)etorientationdelabaseparrapportausucre(synouanti)(ﬁgure1.2).
ANTISYNOOOOOOC2’ endoC3’ endoNNNNNNNN
Axe de l'héliceDésoxyribose
Figure1.2.
Orientationdelabase(guanine)parrapportaudésoxyribose(antietsyn)etorientationdudésoxyribose(C2
endoetC3
endo).
L’he´liced’ADNsecaracte´riseparlaconformationC2
endo/antipourlaconfor-mationB,C3
endo/antipourlaconformationA.Lasituationestunpeuplus
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complexepourcequiconcernelaconformationZ,lesbasespuriquespre´sen-tantlaconformationC3
endo/synetlesbasespyrimidiqueslaconformationC2
endo/anti.Enfait,lescaracte´ristiquesstructuralesetl’e´volutiondeladoublehe´liced’ADNversl’unedesconformationspossiblessontconditionne´esparlesparame`treshe´licoı¨daux(«twist»,«roll»et«tilt»)del’he´liceetl’ensembledessixanglesdetorsiondusquelettephosphate-sucre(alpha,beˆta,gamma,delta,epsilonetzeˆta).Laﬁgure1.3re´sumelesprincipauxarrangementsge´ome´triquesquepeuventprendrelesplateauxdesbaseslesunsparrapportauxautres.Le«twist»corres-ponda`l’anglederotationautourdel’axedesyme´triedel’he´licededeuxplateauxdepairesdebasesadjacents.Le«roll»corresponda`l’anglededeuxplateauxdepairesdebasesadjacentsparrapportautroisie`meaxedel’he´lice.Le«tilt»corresponda`l’anglededeuxplateauxdepairesdebasesadjacentsparrapporta`l’axedepseudo-syme´triedel’he´lice.A`noterquelapositionduplandechaquebaseapparie´epeute´galementvarierl’uneparrapporta`l’autre(«opening»,«propeller»et«buckle»),contribuantainsia`augmenterlaplasticite´del’e´diﬁce.
OpeningPropellerBuckleTwistRollTilt
Figure1.3.
Paramètreshélicoïdauxconditionnantlagéométriedel’héliced’ADN.Lesﬂèchesreprésententlesaxesdesymétriedel’hélice.
Ilexistedesre`gles[2,3]permettantd’estimerlastructurestatiquedel’ADNenfonctiondelase´quence.Ils’agitdel’estimationdesparame`treshe´licoı¨daux,«twist»,«roll»et«tilt».Enutilisantunprogrammedecalculpropose´parle
GeorgiaInstituteofTechnology
(http://rumour.biology.gatech.edu),ilestaise´demettreene´videncel’impactmajeurdelase´quencesurlesparame`treshe´licoı¨dauxdel’he´lice.Letableau1.2montrea`titred’illustrationlesvariationsdespara-me`trestwist,rollettiltpourdeuxse´quencesmonotones,–AAAA...et–GGGG...,etpourdeuxse´quencesalterne´es,TATA...et–CGCG...Parmilespointsremarquablesdesdonne´esdecetableau,onconstateentreautreslesfortstwistetrollge´ne´re´sparlesse´quencespolyA,quiexpliquentengrandepartielacourburedel’he´liceobserve´edanslare´giondecetypedese´quence.Cesse´quencesmonotonespeuventeneffetinduiredefortesde´viationsdelasyme´triehe´licoı¨dale.Desexpe´riencesdemode´lisationetdedynamiquemole´culaireont
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Tableau1.2.
Estimationdesparamètreshélicoïdauxd’unehéliced’ADNBenfonctiondelaséquence.Lesanglessontexprimésendegrésetcorrespondentauxanglesquefaitunplateaudepairesdebasesavecsonplusprochevoisin.Ladistanceentrelesplateauxdepairesdebasesestimposéeà3,4angströms.LaméthodeutiliséeestcelledeBolshoy[3].
Séquence
«Twist»
«Roll»
«Tilt»
A
-
-
-
A
35,67
−
6,5
3,2
A
35,67
−
6,5
3,2
T
-
-
-
A
36
0,9
0
T
31,2
2,6
0
G
-
-
-
G
33,67
1,2
−
1,8
G
33,67
1,2
−
1,8
C
-
-
-
G
29,8
6,7
0
C
40,1
−
5
0
montre´quecescourburesplanairesre´sultaientd’unetendancea`l’extensiondusquelettesucre-phosphate,conduisanta`unecompressionavecmodiﬁcationdelatorsionetduparalle´lismedesbaseset
inﬁne
a`l’inductiond’unecourbure.Cescourburespeuventjouerunroˆleimportantdanslesinteractionsentrel’ADNetsesligands,notammentligandsdupetitsillonetprote´inesmultime´riques.L’analysestructuralea`hautere´solutiondesanglesdetorsiondel’he´liceB(angleseC3
-O3
etzO3
-P)apermis,deplus,lamiseene´videncedel’existencedesous-conformationsBIetBII[4].Ilesta`noterenﬁnquelaforceioniquedel’en-vironnementdel’he´liceetsondegre´d’hydratationjouentunroˆlepre´ponde´rantdansl’adoptiondel’uneoul’autredesconformations.Au-dela`desescapacite´sdestockageetdetransmissiondel’informationge´ne´-tique,ilestmaintenantde´montre´quelamole´culed’ADNposse`deenelle-meˆmedescapacite´sdere´gulation,controˆlantentreautreslalectureducode,c’est-a`-direleniveaud’expressiondesge`nesenconnexionaveclebesoinspe´ciﬁquedescellules.Cescapacite´sdere´gulationproviennentd’unepartdelapre´sencedese´quencesre´gulatriceslocalise´esenamontdescadresdelecturedesge`neset,d’autrepart,desmultiplesmodiﬁcationsstructuralesetconformationnellesdontpeutfairel’objetl’ADN.Lesmotifsstructurauxprovenantdelanaturedesse´quenceset/oudel’organisationarchitecturaledel’ADNsontreconnusparunemultitudedeprote´ines,quivontagircommeleseffecteursdesfonctionsge´ne´-tiques.Onpeutconside´rerquecedispositifestbase´essentiellementsurlesignede
lareconnaissancemole´culaire
,cequiimpliqueunegrandediversite´etunegrandeplasticite´desmotifsstructurauxre´gulateurs.Onpeute´galementconsi-de´rera`lalumie`redestravauxlesplusre´centsquelephe´notyped’unecellule,c’est-a`-diresamorphologieetsescaracte´ristiquesfonctionnelles,esttoutautantde´pendantdelanaturedesge`nesquedel’organisationarchitecturaleduge´nome.Decepointdevue,lesvariationsconformationnellesettopologiquespossiblesdel’ADNapparaissentdeplusenpluscommedesparame`tresdere´gulationessentiels.
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3.LaconformationZdel’ADN
Depuisladescriptiondesparame`tresstructurauxdeladoublehe´liced’ADNsoussaformelaplushabituelle(formeB)(voirlaﬁgure1.1),denombreuxtravauxontmontre´quecetteorganisationarchitecturalepre´sentaituneplasticite´exception-nelle,permettantlage´ne´rationd’unemultitudedevariations,lesquellessemblentbienparticiperd’unemanie`reessentielleauxactivite´sfonctionnellesdel’ADN,incluantlare´gulationdel’expressiondesge`nescode´s.L’undesexemplesrepre´sentatifsdelaplasticite´conformationnelledel’ADNestceluidela
conformationZ
(ﬁgure1.4).Ilesteneffetfrappantdeconstaterque,suitea`unapportd’e´nergierelativementfaible,ladoublehe´liced’ADNpeutpasserdesaconformationB(he´licedroite)a`uneconformationZ,he´licegauchepre´sen-tantdescaracte´ristiquesstructuralesextreˆmementdiffe´rentes(tableau1.3).Enfait,l’e´nergied’activationne´cessairea`latransitiondelaconformationBverslaconformationZestd’environ22kcal
·
mol
−
1
,e´nergiesensiblemente´quivalentea`cellene´cessairea`laruptured’appariementdesbases,quel’ADNsoitsousformeBouZ[5].Celamontrelafacilite´e´nerge´tiquedelatransitionetl’identite´deladynamiquemole´culairedesdeuxconformations.DanssaconformationB,l’anglederotationentrelesbasesconse´cutivesestdel’ordrede36
,conduisanta`10pairesdebasespartourd’he´lice.Untourd’he´licefaitenviron34˚A,cequiimposeunedistancede3,4˚Aentre2pairesdebasesconse´cutives.DanssaconformationZ,l’he´liced’ADNsecaracte´riseparunedistancee´leve´e(45˚A)partourd’he´liceet
Sillon profondChaîne phosphodiesteren zig-zag12 paires de basespar tour d’héliceHélice gaucheBases puriques :C3’endo/synBases pyrimidiques :C2’ endo/antiDiamètre de l’hélice 18 Å
Figure1.4.
Modèlemoléculaired’unedoublehéliced’ADNdeconformationZ,hélicegauchepréférentiellementobservéeauniveaudeséquencesrichesenpairesdebasesG-C.
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lapre´sencede12pairesdebaseparhe´lice.Onobservee´galementunediminutiondudiame`tredel’he´liceetlapersistanced’unseulve´ritablesillontre`se´chancre´.L’he´liceZsecaracte´riseparailleursparlacoexistencedesliaisonsosidiquessousformesynpourlesbasespuriquesetantipourlesbasespyrimidiques.L’unedesconse´quencesdecettealternancedeliaisonsestquelesquelettesucre-phosphatedel’he´liceestenzig-zagaulieudeformerunespiralere´gulie`recommel’ADNB.Uneautreconse´quenceprobablementimportanteentermefonctionnelestlare´partitionhe´te´roge`nedeschargesne´gativeslelongdel’he´lice,cequipeutmodi-ﬁerd’unemanie`reimportantelesinteractionsavecdesligandsvarie´s,notammentprote´iques.
Tableau1.3.
Paramètresstructurauxcomparésdeladoublehéliced’ADNsousformeBetsousformeZ.
Paramètresstructuraux
B
Z
Orientationdel’hélice
Hélicedroite
Hélicegauche
Répétition
1pb
2pb
Rotation/pb
35,9
−
30
Nombremoyendepb/tour
10,0
12
Inclinaisondesbasesparrapportàl’axe
−
1,2
−
9
Distanceentrelespblelongdel’axe
3,4Å
3,7Å
Distancepartourd’hélice
34Å
45Å
Torsionmoyenne
+16
0
Liaisonglycosidique
anti
C:anti;G:syn
Conformationdusucre
C2
-endo
C:C2
-endo;G:C2
-exo
Diamètredel’hélice
20Å
18Å
LatransitiondelaconformationBverslaconformationZestfavorise´eparuneforceioniquee´leve´e,indiquantunecomposantee´lectrostatiquefortedanslasta-bilite´desdeuxconforme`res.Laformecompactedel’he´liceZestlargementsta-bilise´eparuneconcentrationsalinee´leve´eetlere´seaud’hydratationparticuliersolvatantleschargesetlesgroupementspolaires[6].Ilexisteunerelationentrelase´quencedesnucle´otidesdel’ADNetl’aptitudedeladoublehe´licea`adopteruneconformationZ.C’estlecasnotammentdesse´quencesalterne´esdetypeGCGCGC.L’e´le´mentde´terminantexpliquantcephe´-nome`neestenfaitlapre´sencedel’amineenposition2delaguanine,quistabilisel’he´liceZ.Leremplacementdelaguaninepardel’inosine(quiestuneguaninesansamineenposition2)de´stabilisefortementlaconformationZ[7].Dansunese´quencealterne´epolyd(G-C),ladiffe´renced’e´nergielibreentrelaformeBetlaformeZestfaible,del’ordrede0,33kcal
·
mol
−
1
parpairedebases[8],cequiestenfaveurd’unebonnestabilite´delaconformationZ.Latendancedesdinucle´otidespyrimidines-purinesa`formerdesse´quencesd’ADNZestdansl’ordrede´croissant:m5CG>CG>TG=CA>TA(m5C:cytosineme´thyle´een5)Onconstateiciunroˆleinte´ressantdelame´thylationdescytosines,quiatendancea`stabiliserlaconformationZ.Ceteffetstabilisantprovientprobablementdufaitquelegroupementme´thyleenposition5delacytosineinterditlamiseen
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placedure´seaud’hydratationquistabiliselaformeB.Enfait,lesse´quencesalterne´esdetypeG-Cpeuventsepre´sentersousformeBousousformeZetsontsoumisesa`desvariationsd’e´quilibreenregarddel’environnementdel’he´lice,descontraintese´nerge´tiquesapplique´essurl’he´liceetdelapre´sencedeligandschi-miquesouprote´iques.Lesagentsintercalantsﬁxe´ssurlesse´quencesadjacentesdezonesdeconformationZ(ﬁgure1.5)sontcapablesd’induireaise´mentlatran-sitionZ
B,alorsquelesligandsdessillonsontpeud’effets[9].
BBZ
Figure1.5.
Représentationschématiqued’uneséquenced’ADNdeconformationZinséréedansunehéliceB.L’intercalationd’unemolé-culeplanedanslesséquencesBadjacentesàlaséquencesousformeZinduitàdistanceunetransitionZ
B.
Cetteinductiondetransitionestlere´sultatdelafortede´torsiondel’he´liceB,quiinduitdescontraintesa`distance.Enrevanche,lescontraintesdetorsioninduitesparleprocessusdetranscriptionfavorisentclairementlatransitionBversZ.Celaestcohe´rentaveclefaitquelaconformationZestfavorise´eparunesuperhe´licite´ne´gativedel’he´liced’ADN(voirleparagraphesuivant).Surleplanbiologique,onnoteraquelesre´gionsprochesdessitesd’initiationdetranscriptionsontrichesense´quencesfavorablesa`latransitionB
Zetque,lorsdude´placementdel’ARNpolyme´raselelongdubrind’ADNtranscrit,ilseformeenamontdeszonesdesuperhe´licite´ne´gativeaccrue.Globalement,laformationd’he´licesZa`proximite´desse´quencespromotricessemblestimulerlatranscription.Ilestprobablequelespossibilite´sdetransitionsconformationnellesdansdeszonesdefortecontraintetopologiquepermettentdeminimiserl’e´nergierequisepourl’avancementduprocessus,voiredestabilisertransitoirementdesarrangementsarchitecturauxfavorables.Surleplanstructural,lacoexistencedeformesBetZsoule`vedenombreusesinter-rogations,etl’arrangementarchitecturaldel’he´licea`lajonctionB-Zatoujourse´te´e´nigmatique,jusqu’a`lare´solutionre´centea`2,6˚ApardiffractiondesrayonsXdecettejonctionparlese´quipesdeA.RichetK.K.Kim[10].LastructuredelajonctionB-Zsecaracte´riseparune
ruptured’appariement
d’unepairedebasesA-Tetuneextrusiona`l’exte´rieurdel’he´licedesbasesde´sap-parie´es(ﬁgure1.6).Cetteruptured’appariementcorresponda`unerelaxatione´nerge´tiquepermettantlemaintiend’unempilementre´gulierdesbases.Celaestcohe´rentavecl’estimationd’unel’e´nergielibrede5kcal
·
mol
−
1
delajonctionB-Zquiavaite´te´propose´eparPecketWang.Iln’estpasdouteuxquelastructureparticulie`redecettejonctioncaracte´rise´eparlesdeuxbasesextrude´espuisserepre´senterunmotifdereconnaissancepourcertainesprote´ines.Plusieursprote´inesonte´te´identiﬁe´escommesusceptiblesdeseﬁxerpre´fe´rentiel-lementsurl’ADNdeconformationZ.C’estlecasdelaprote´ineE3Lduvirusdelavaccine,delaprote´ineAF2008d’
Archaeoglobusfulgidus,
delaprote´ineDLM-1,del’enzymed’e´ditiondel’ARNADAR-1.Cesprote´inespre´sententundomainedeliai-sona`l’ADNZ(Za)localise´danslare´gionN-terminale.Lastructuretridimension-nelledudomaineZadeADAR-1montrelapre´senced’unmotifhe´lice-tour-he´lice
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Conformation BThymineConformation ZJonction B-ZAdénine
Figure1.6.
OrganisationstructuraledelajonctionB-Z[10].
etd’uneliaisonuniqueavecuneguanineenconformationsin,caracte´ristiquedel’ADNZ[11].Lastructure3Ddelaprote´ineAF2008d’
Archaeoglobusfulgidus
re´soluea`1,55˚A[12]montreuneorganisationdime´riquedelaprote´ine,ledomainedeliaisona`l’ADNZdechaquemonome`ree´tantespace´de45˚A,distancequicorresponda`untourd’he´liced’ADNdeconformationZ.Lesobservationssugge´rantque
laconformationZdel’ADNjoueunroˆlede´termi-nantdanslare´gulationdel’expressiondesge`nes
sontmaintenantnombreuses.
275336245Z1Z2Z3Exon 1Exon 2Exon 3
Figure1.7.
Régiondugènec-mycdanslaquellesontlocaliséestroisséquences(Z1,Z2,Z3)prenantlaconformationZaucoursdelatrans-cription[13].
Enutilisantdesnoyauxperme´abilise´sdecellulesU937,onanotammentmontre´[13]quedurantlatranscriptionduge`nec-myc,troisse´quencesderestrictionAluIloca-lise´esauvoisinagedesse´quencespromotricesprenaientuneconforma-tionZ(ﬁgure1.7).A`laﬁndelatranscription,lesconformationsZdisparaissentrapidement,enrela-tionaveclarelaxationdessuperenroulementsne´gatifsparlatopoisome´raseI.Denombreuxautresexemplessontdisponiblesdanslalitte´rature.Uneobservationre´centevientconﬁrmerleroˆlebiologiqueessentieldel’ADNZ.Onaeneffetmontre´quel’inte´grite´dudomainedeliaisona`l’ADNZdelaprote´ineEL3estindispensablea`lavirulenceduvirusdelavaccine[14].Lade´le´tiondes83acidesamine´sdelare´gionN-terminaledeEL3inactivetotalementlevirus.Enrevanche,lasubstitutiondeces83acidesamine´sparlesdomainesdeliaisona`l’ADNZdeDLM1ouADAR1nemodiﬁepaslavirulenceduvirus.
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Lapre´sencedeshe´licesZde´tecte´epre´cocement
invivo
graˆcea`l’obtentionaise´ed’anticorpsantiZestreste´elongtempse´nigmatique.Ilapparaıˆtaujourd’huiclai-rementque
latransitionBversZestune´le´mentre´gulateurimportantdesfonc-tionsge´ne´tiques
.Lescontraintesinduitesparuneaugmentationdesuperhe´licite´ne´gative,quiestpratiquementlare`gleaucoursdelare´plicationetdelatrans-criptiondel’ADN,setraduisenttsyste´matiquementparlaformationd’he´licesZauniveaudesse´quencespoly-purines/poly-pyrimidines.C’este´galementlecasauniveaudel’ADNnucle´osomique(voirlechapitresuivant),notammentdansleszonescompactesdelachromatine.Lesprote´inesseﬁxantsurleshe´licesZpeuventainsiagircommestabilisantsstructurauxetpossiblementcommeactivateursoure´presseurstranscriptionnels.L’importancebiologiquedelaformeZdel’ADNestconﬁrme´eindirectementparlapre´sencee´leve´edese´quencesdontlaprobabilite´desubirunetransitionB
Zestforte,etcepourundegre´desuperhe´licite´moyennemente´leve´.A`titred’exemple,auniveauduchromosome22humain,onpeutde´nombrer7580re´gionspre´sentantcescaracte´ristiques[15].
4.Lesurenroulementdel’ADN
Undeuxie`meexemplerendantcomptedeladiversite´mole´culairedeshe´licesd’ADNestceluidesvariationstopologiquesdesADN,tre`sbiencaracte´rise´esdanslesADNcirculaires.Danslesbacte´ries,certainsvirusetlesmitochondries,leshe´licesd’ADNsonteneffetsousformecirculaireferme´e(ﬁgure1.8).
a)b)c)d)
Figure1.8.a)
et
b)
:ADNcirculairerelaxé;
c)
et
d)
:ADNsupertorsadéavecunsurenroulementnégatif.
a)
et
c)
:microscopieélectronique;
b)
et
d)
:représentationschématique.
Ceshe´licesd’ADNcirculairespeuvents’organiserdansl’espacepourformerdes«surenroulements»positifsoune´gatifs,conduisanta`cequ’ilestconvenud’appe-lerdes
topoisome`res
.Lesurenroulementdel’ADNsecaracte´risepartroispara-me`tres:lenombred’enlacement(
linkingnumber
,L),latorsion(
twist
,T)etlevrillage(
writhe
,W).Unerelationsimpleliecestroisparame`tres:L
5
T
1
W.
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DansunADNcirculairerelaxe´(ﬁgure1.8b),L=T,levrillagecorrespondantaudegre´desurenroulement=0.Dansl’ADNsuperenroule´(ﬁgure1.8c),W=–4,lenombred’enlacementestinfe´rieura`latorsion.
123
Figure1.9.
Vrillaged’unehélicedroitedoublebrinconduisantàunsurenroulement.En1:T
5
0,W
5
0;en2:T
5
8,W
5
0,L
5
8;en3:W
5
1,
D
L
5
1.
Unebonnerepre´sentationduphe´nome`nedesurenroulementetdulienexistantentretorsionetvrillageestsche´matise´esurlaﬁgure1.9.Entredeuxtopoisome`res,lavariationd’e´nergiedesurenroulementestdirectementde´pendanteducarre´delavariationdu
linkingnumber
:
D
Gsc
5
1
N(KRT)
D
Lk
2
Dansl’exempleci-dessus,
D
Lk
2
=16.Ilestfrappantdeconstaterquechezlesbac-te´ries,l’ADNpre´sentetoujoursunsurenroule-mentne´gatif,chezlesarche´obacte´riesunsur-enroulementpositifetchezleseucaryoteslesdeuxge´ome´tries.Ledegre´desurenroulementetsonorientationsontstrictementde´pendantsdel’anglederota-tionentrelesbasesconse´cutives,conditionne´luimeˆmeparladistanceentrelespairesdebases.A`titred’exemple,l’intercalationentrelespairesdebasesd’unADNcirculaired’unemole´culeplanecommelebromured’e´thidium,oudemole´-culesantitumoralestellesquelesellipticinesetlesacridines,induitunerotationdespairesdebasesadjacentesdel’ordrede–20
a`–26
auniveaudeleursited’intercalation.Enfonctiondunombrecroissantdemole´culesintercale´es,cetterotationinduitdansunpremiertempslarelaxationdel’ADNsuperenroule´ne´ga-tivementenADNcirculaire,puisenADNsuperenroule´positivement.Enrevanche,lesligandsseﬁxantdanslepetitsillondel’ADN,telsquelane´tropsine,induisentunetorsiondequelquesdegre´s,favorisantlaformationd’unesuperhe´licite´ne´ga-tiveet
inﬁne
unecompactiondel’ADN.LesADNnonferme´speuvente´galementfairel’objetdesurenroulementsne´gatifsoupositifs:c’estnotammentlecasdel’ADNorganise´ennucle´osomedanslesstructureschromatiniennes(ﬁgure1.10).
Octamère d’histonesH2A, H2B, H3, H4Histone H1Surenroulementnégatif de l’ADNADN internucléosomal
H1
Figure1.10.
Représentationschématiquedel’ADNorganiséennucléosome.L’ADNestenrouléautourd’unoctamèred’histonesstabiliséparl’histoneH1.
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Auniveaudesnucle´osomes,l’enroulementdel’ADNautourdeshistonescorres-ponda`unesuperhe´licite´ne´gative.A`noterqu’endehorsdesnucle´osomes,l’ADNpeutadopterunesuperhe´licite´positive.Lasituationestenfaitrelativementcomplexedanslamesureou`lenucle´osomepeutﬂuctuerentretroise´tatsconfor-mationnels.Deuxdecesconformationssecaracte´risentparunenroulementd’environ1,7tourautourdel’octame`reetuncroisementne´gatifoupositifdesbrinsd’ADNentrantetsortant.Latroisie`meconformationcorresponda`unearchitectureplusouverte,quisecaracte´riseparunenroulementpartield’environ1,45touravecdesbrinsd’ADNentrantetsortantnoncroise´s,suitea`unde´rou-lementdel’ADNauxdeuxbordsdunucle´osome.L’acce`sa`cesconformationsestre´gule´parlase´quencedel’ADNenroule´,quiinﬂuencelatorsionlocaledel’he´lice,qui,a`sontour,agitsurl’organisationdesbrinsd’ADNentrantetsortant.Ilestclairquel’architecturenucle´osomiquesembleposse´deruneplasticite´conforma-tionnelletre`simportante.Celaestnotammentillustre´parlefaitqu’unte´trame`red’histones(H3-H4)2estcapabledes’associerindiffe´remmenta`unminicercled’ADNsuperenroule´positivementoune´gativement[16].Ledegre´desurenroulementdesADNestparailleursre´gule´directementpardesenzymesappele´es
topoisome´rases
etquiinterviennentd’unemanie`rede´termi-nantedansdenombreusesfonctionsge´ne´tiquestellesquelare´plication,latrans-cription,etc.Cesenzymesagissentparuneactionse´quentielledecoupureetreli-gationdesbrinsd’ADN,unbrinpourlestopoisome´rasesdetypeIetdeuxbrinspourlestopoisome´rasesdetypeII.Chezlesorganismesprocaryotes,latopoi-some´raseIre´duitlesurenroulementne´gatif,etlagyrase,agissantcommeunetopoisome´raseII,re´duitpre´fe´rentiellementlesurenroulementpositif.Lesvaria-tionsdestructuresetdecompactionainsiintroduitesjouentunroˆlede´terminantdanslare´gulationdelafonctiondesADN.Parailleurs,lesenzymesquesontleshe´licasessontcapablesdede´tordrel’he´liced’ADNpourenassurerlare´plicationetpeuventdecefaitinduiredesvariationstopologiquesauvoisinagedelafourchedere´plication.Ilenestdemeˆmeaucoursdelatranscription,l’ARNpolyme
´raseposse´dantelle-meˆmeuneactivite´he´licase.A`titred’exemple,l’ARNpolyme´rasede
E.coli
induitunede´torsiondel’he´liced’ADNde140
[17].L’observationmajeureae´te´faitedanscedomaineparLiuetWang[18].Cesauteursontmontre´quedurantlatranscription,l’ARNpolyme´rasege´ne´raitsurl’ADNmatriceunesuper-he´licite´ne´gativeenamontdelapolyme´raseetunesuperhe´licite´positiveenaval(ﬁgure1.11).
Favorise latransition B ZSuperhéliciténégativeRetorsion de l’ADNARN polyméraseDéplacement de la polyméraseDétorsion de l’ADNSuperhélicitépositiveBrin transcrit
3’3’5’5’5’
ppp
3’
Figure1.11.
Torsionetdétorsiondel’ADNaucoursdelatranscription.
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Lade´torsiondel’ADNenavaldelapolyme´raseinduitsecondairementunesuper-he´licite´positiveetlatorsionenamontunesuperhe´licite´ne´gative.Commemen-tionne´dansleparagraphepre´ce´dent,lasuperhe´licite´ne´gativege´ne´re´eenamontdelapolyme´rasefavoriselatransitiond’uneconformationBversuneconforma-tionZenpre´sencedese´quencesapproprie´es,parexemplepolyd(G-C),cequicontribueprobablementa`minimiserlescontraintesstructuralesdudispositifdetranscription.A`noterquelasuperhe´licite´ne´gativeestfavorablea`l’activite´trans-criptionnelle.L’ARNpolyme´raseseﬁxeeneffettre`sbiensurdel’ADNcirculairepre´sentantunesuperhe´licite´ne´gativeetseﬁxefaiblementsurdel’ADNcirculairerelaxe´.C’estl’unedesraisonspourlesquelleslatranscriptionestactiveauniveaudesnucle´osomes.L’undesdernierspointsa`conside´rerestquelescontraintesinduitessurl’he´-liceparunesuperhe´licite´positiveoune´gativepeuventge´ne´rersecondairementdesmodiﬁcationsstructuralesmajeuresdel’he´lice.C’estnotammentlecaspourcequiconcernelaformationde
structurescruciformes
auniveaudese´quencespalindromiques(ﬁgure1.12),structuresmisesene´vidence[19]auniveaud’unADNcirculairesuperenroule´.
Séquences répétéesinversées pouvants’apparier3’3’5’3’5’5’3’5’
Figure1.12.
Équilibreentreunearchitecturelinéaireetcruciformed’unADNdoublebrinauniveaud’uneséquencepalindromique.
Auniveaudesse´quencespalindromiques,laformeline´aireestene´quilibreaveclastructurecruciforme.Ilesta`noterquecete´quilibrege´ne`retransitoirementdesstructuressimplebrinsensiblesa`lanucle´aseS1.Lede´placementdel’e´quilibrede´pendd’uncertainnombredeparame`tres,dontlapre´sencedemagne´siumetledegre´desuperhe´licite´.Unefortesuperhe´licite´induitlaformationdelastructurecruciforme,alorsquelarelaxationfavoriselaformeline´aire.Enfait,laforma-tiondelastructurecruciformeinduitparvoiedeconse´quenceunediminutiondelasuperhe´licite´(ﬁgure1.13)
etinﬁne
diminuel’e´nergielibredusyste`me.Dansl’exempledelaﬁgure1.13,sil’onconside`reletwist(T)constant,laformationdelastructurecruciformediminuele
linkingnumber
L(nombred’enlacement):
D
L
5
3.Ilfautsoulignerqueleroˆledecesstructurescruciformesrestee´nigmatiquedanslamesureou`ilestaise´d’identiﬁerdesstructurescruciformes
invitro
surdesADNcirculairespre´sentantundegre´desuperhe´licite´e´leve´,alorsqu’ilextreˆmementdifﬁciled’identiﬁercesstructuresdanslesge´nomesdecelluleseucaryotesdansdesconditionsphysiologiques.Ne´anmoins,l’utilisationd’anticorpsmonoclonauxdirige´scontrecesstructuresainsiquedesexpe´riencesdepontagephoto-induitlaissenta`penserquelesstructurescruciformesexistentre´ellementdanslescel-lulesvivantes[20].
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Figure1.13.
Relationentredegrédesurenroulementdel’ADNetgénérationd’unestruc-turecruciformeauniveaud’uneséquencepalindromique.
SéquencepalindromiqueW = 2W = 5
Parailleurs,leurpre´senceentantquestructurestransitoiresapparaıˆtcommehautementprobable,etcepourlesraisonssuivantes.1)Lestopoisome´rasesIetII,enzymesimplique´esdanslarelaxationdelasuper-he´licite´,reconnaissentpre´fe´rentiellementlesstructurescruciformesetcoupentl’ADNauvoisinagedecesstructures.Enregarddecetteobservation,onpeutconside´rerlesstructurescruciformescommedesmarqueursde«stresstopolo-gique».2)Lesse´quencespalindromiquessontsouventpre´sentesauniveaudesse´quencesdere´gulationdel’expressiondesge`nes(se´quencespromotrices),lesstructurescruciformesge´ne´re´esparcespalindromese´tantreconnuesspe´ciﬁquementpardesprote´inesre´gulantl’expressiondesge`nes(activateursoure´presseurstrans-criptionnels).Cedernierpointlaissea`penserque
lesstructurescruciformesenrelationaveclesvariationstopologiquesdel’ADNpourraientjouerunroˆleimportantdanslare´gulationdel’expressionge´ne´tique.
5.Laméthylationdel’ADN
Associe´esauxmodiﬁcationsge´ome´triquesettopologiquesdel’ADN,lesmodiﬁ-cationschimiquesdesbases,etnotammentlame´thylationdescytosines,appa-raissente´galementcommeune´le´mentessentieldelare´gulationdel’expressionge´ne´tique.Avantdede´veloppercepoint,unbrefrappelconcernantl’organisationdel’ADNdanslenoyaudescelluleseucaryotesestne´cessaire.L’organisationarchitecturaledel’ADNdanslenoyau,avec
inﬁne
laformationdechromosomes,corresponda`unene´cessite´defortecompactiondel’ADN.Eneffet,lege´nomehumaincomprendenviron3milliardsdepairesdebasessousformededoubleshe´lices,cequisousformeline´airecorresponda`unelongueurd’environdeuxme`tres.Leproble`mepro-vientdecequecesdeuxme`tresd’he´licedoiventeˆtreemmagasine´sdanslenoyau,quimesureunmicrome`tredediame`tre.Laﬁgure1.14re´sumesche´matiquementl’organisationetlesdiffe´rentsniveauxdecompactiondel’ADN.
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Deux copiesD’ADNChromosomeNucléosome20 Å100 Å300 Å3000 Å10 nm30 nm50 000 pb
Figure1.14.
Organisationetniveauxdecompactiondel’ADNenchromatineetchromosome.
Lepremierniveaud’organisationestl’associationdefragmentsd’ADNd’envi-ron200pairesdebases,avecunearchitectureglobulaireprote´iquecompose´edequatredime`resd’histones(octame`re)H2A,H2B,H3etH4pourformerlenucle´o-some,structurementionne´edanslepre´ce´dentparagraphe(voirlesﬁgures1.8et1.14).A`noterquel’enroulementdel’ADNautourdel’octame`red’histoneeststabilise´parl’histoneH1,quivientverrouillerlastructure(voirlaﬁgure1.8).Lachaıˆnedenucle´osomesainsiforme´econstitueune«ﬁbre»d’environ10nmdedia-me`tre(voirlaﬁgure1.14).Danslesconditionsbiologiques,cetteﬁbreserepliepourformerlaﬁbredechromatinede30nmdediame`tre,laquelleseracompacte´esousformedechromosomeavantladivisiondelacellule.Lacompactiondel’ADNmetmajoritairementenjeudesforcese´lectrostatiquesre´sultantdesinteractionsentrelesphosphatesdel’ADNcharge´sne´gativementetlesacidesamine´sbasiquesdeshistonescharge´spositivement.Enfait,danslenoyaud’unecellulenonmultipliante,ledegre´decompactiondel’ADNestvariable.Ondistinguedeszonesdecompactionfaible,quel’onnomme
euchromatine
,etdeszonesdecompactionforte,quel’onnomme
he´te´rochro-matine
(ﬁgure1.15).Onamontre´tre`stoˆtquel’he´te´rochromatineconstitutive,re´giondefortecompactiondel’ADNetdefaibleexpressionge´ne´tique,e´taitcarac-te´rise´eentreautresparuneforteme´thylationdel’ADN,alorsquel’euchromatine,re´giondeforteexpressionge´ne´tique,e´taithabituellementfaiblementme´thyle´eetfaiblementcondense´e.Ende´pitdecetyped’observation,lame´thylationdel’ADNae´te´initialementperc¸ueparlacommunaute´scientiﬁquecommeune´pi-phe´nome`nesansgrandinte´reˆtbiologique.Cependant,lesprogre`sconside´rablesdecesdernie`resanne´esontpermisaucontrairedede´montrerleroˆleessentieljoue´parlame´thylationaucoursdeplusieursprocessusbiologiquesassocie´sau
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Figure1.15.
Imageobtenueparmicroscopieélectroniqued’unnoyaudecelluleépithélialemontrantl’hétérogénitédelachro-matine.Hé:indiquelesrégionshétérochromatiniennesquisecaractérisentparunefortecompactiondel’ADNplusopaqueauxélectrons.Eu:indiquelesrégionsenchromatiniennessecarac-térisantpardel’ADNpeucondensé.Nu:nucléole.
de´veloppement,commel’inactiva-tionduchromosomeXchezlesmammife`resfemelles,l’
imprinting
ge´nomique(empreinteparentale)ouencorel’expressiondege`nesspe´ciﬁquesdestissus.Ilestmain-tenantadmisquelame´thyla-tiondescytosines,enconnexionavecl’organisationarchitecturaledelachromatine,apparaıˆtcomme
undesme´canismesessentielsdelare´gulationdel’expres-siondesge`nes
.Cettemodiﬁca-tionchimiquedel’ADNestdite«e´pige´ne´tique»parcequ’elleesttransmissibled’unecellulea`l’autreetmodulel’activite´d’unge`nesansenaffecterdirectementlase´quence.Lame´thylationdescytosinesestlocalise´epre´fe´ren-tiellementdansdesre´gionsge´no-miquesspe´ciﬁquesauseindedinucle´otidesdese´quenceCpG.A`notereneffetqueglobalement,2%a`7%descytosinesdel’ADNsontme´thyle´es,alorsque70%a`90%lesontdanslesse´quencesCpG.Enﬁn,ilsembledeplusenplusclairqu’uneme´thylationaberrantedel’ADNjoueunroˆleprimordialdansleprocessusdecance´rogene`se,uneme´thylationalte´re´epouvantsetraduireparl’inactivationdege`nessuppresseursdetumeurs,condui-santainsia`unprocessusdetumorigene`secomparablea`celuiinduitparlesmuta-tionsge´ne´tiques[21].
5.
1.Laméthylationdelacytosine
Cytosine5-Méthylcytosine
ONNNH
2
CH
3
ONNNH
2
Figure1.16.
Structurechimiquedelacytosineetdela5-méthylcytosine.
Chezleseucaryotes,lame´thylationdelacytosineenposition5estcatalyse´epardesme´thyletransfe´rases.Lare´actioncatalyse´econsisteenletransfertd’ungroupementme´thyledelaS-ade´nosyle-me´thionineversunecytosineinte´gre´edansunedoublehe´liced’ADN.Ilexisteenfaittroisfamillesdeme´thyletransfe´rases,lesDNMT1,2ainsique3aet3b.LaDNMT1sembleplusspe´cialise´edanslemaintiendelame´thylationglobaledel’ADNaucoursdelamultiplicationcellulaire.LaDNMT3aestl’en-zymedeme´thylationdesse´quencesre´gulatricesdesge`nesalorsquelaDNMT3bestplusspe´ciﬁquementimplique´edanslame´thylationdesse´quencescentrome´-riques.Cesdeuxenzymessontcapablesdecatalyserlame´thylation
denovo
desse´quencesCpG,alorsquelaDNMT1catalyselame´thylationdese´quencesCpGhe´mime´thyle´es.
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Unpointimportantestqueladoubleme´thylationobserve´eauniveaudesse´quencesCpGestuncaracte`restructuraltransmissibleaucoursdelamultipli-cationcellulaire.Celaestlie´a`lanaturesemi-conservativedelare´plicationdel’ADNeta`lareconnaissancespe´ciﬁquedesse´quencesCpGmonome´thyle´esparlesme´thyletransfe´rases,notammentlaDNMT1(ﬁgure1.17).
Reconnaissance spécifiquedu monométhyle CpG par la DNMT1ADN initialADN répliquéMéthylation spécifique
CH
3
CpGGpCCH
3
CH
3
CpGGpCCH
3
CH
3
CpGGpC
Figure1.17.
ConservationdelaméthylationdesséquencesCpGaucoursdelaréplicationdel’ADN.
LaDNMT1,enzymeimplique´edanslemaintiendelame´thylationdescytosinesauniveaudesse´quencesCpG,estunetre`sgrosseprote´inede1618acidesamine´s.Cetteprote´ineestcaracte´rise´eparlapre´sence,verssonextre´mite´N-terminale,detroisdomainesdereconnaissance(RTR1,RTR2,RTR3;RTRpour
ReplicationTargetRegion
)deszonesdere´plicationdel’ADN.Lare´gionC-terminalecontientledomainecatalytiqueetledomainedereconnaissancedel’ADNsemi-me´thyle´.Ilestinte´ressantdesoulignerqueleniveaud’expressiondelaDNMT1varieaucoursducyclecellulaireavecunmaximumd’expressionenphaseG1SetS(S=synthe`sedel’ADN),cequicorresponda`lane´cessite´deme´thylerlescyto-sinesdesbrinsd’ADNnouvellementsynthe´tise´s.Parconse´quent,etd’unemanie`reunpeuinattendue,onpeutconside´rerqu’unpotentiele´leve´deme´thylationestcompatible,voirefavorable,a`uneprolife´rationcellulaireactive.Enaccordaveccetteconside´ration,ilae´te´observe´desniveauxd’expressione´leve´sdeDNMT1danslesleuce´miesmye´loı¨desaigue¨setchroniques[22].Ilsembleparailleursquedenombreusesligne´estumoralessecaracte´risentparunehyperme´thylationdege`nessuppresseursdetumeurs,favorisantainsilaprogressiontumorale.Cettehyperme´thylationestprincipalementobserve´eauniveaudesıˆlotsCpG(voirleparagraphesuivant)pre´fe´rentiellementlocalise´sdanslesre´gionspromotrices.Leproﬁldeme´thylationlie´auphe´notypetumoralsecaracte´riseenfaitparunehypo-me´thylationglobaleduge´nome,associe´ea`unehyperme´thylationdesıˆlotsCpGcontroˆlantl’expressiondesge`nessuppresseursdetumeurset,pluslargement,desge`nesimplique´sdanslare´gulationne´gativedelaprolife´rationcellulaire.Ilfautsoulignerqueleme´canismee´pige´ne´tiquedelare´gulationdel’expressiondesge`nesestunsyste
`mecomplexe,quiimpliquelamiseenœuvredeplusieursprocessusconcomitants.A`titred’exemple,lame´thylationdesse´quencesre´gu-latrices(promoteurs)desge`nes,dansuncontexted’inhibitiond’expression,estaccompagne´eparuneme´thylationdeshistones,notammentH3,surlalysine9,conduisantainsia`unecoope´rationentredeuxprocessusdeme´thylation.Nousverronsparailleursdansleparagraphe5.4quelesse´quencesCpGbime´thyle´essontspe´ciﬁquementreconnuespardesprote´inestellesqueMeCP2,laquellese

      

    

  
    
      
        
   
   “doc”—2007/7/30—18:46—page39—#37
1.RÉGULATIONSTRUCTURALEETFONCTIONNELLEDEL’ADN
39
ﬁxeauniveaudecesse´quences.Lecomplexeainsiforme´recruteensuiteleshis-tonesde´sace´tylases(HDAC),quivontcatalyserl’e´liminationdesgroupementace´-tylepre´sentssurleshistones.L’ace´tylationdeshistonesvapermettrel’actiondesfacteursderemodelagedelachromatine,avecpourconse´quencedesmodiﬁca-tionarchitecturalespermettant«l’ouverture»despromoteursetleuractivation.Laﬁxationd’autresprote´inesre´gulatricescommelesHP1(pour
heterochromatinprotein
1),vientcomple´terledispositifdere´gulation.Ilestpossibledere´sumercedispositifdelamanie`resuivante:
Re´gionactivepourl’expressiondesge`nes:
–Euchromatine:chromatinefaiblementcompacte´e–Faibleme´thylationdesse´quencesCpG–Faibleme´thylationdeH3–Absencedeprote´inesHP1–Forteace´tylationdeshistones(actiondeshistonesace´tylases,HAT).
Re´gioninactivepourl’expressiondesge`nes:
–He´te´rochromatine:chromatinefortementcompacte´e–Forteme´thylationdesse´quencesCpG–Forteme´thylationdeH3–Pre´sencedeprote´inesHP1–Faibleace´tylationdeshistones(actiondeshistonesde´sace´tylases,HDAC).
5.
2.LesséquencesCpG
Commenousl’avonsvupre´ce´demment,lescytosinesdelase´quencedinucle´o-tidiqueCpGsontlesciblesprivile´gie´esdelame´thylation.Curieusement,lase´quenceCpGestnettementsous-repre´sente´edanslesge´nomesdesverte´bre´s[23].Cetteanomaliestatistiquere´sultantdelapressiondese´lectionestproba-blementdueaufaitquelacytosineesttre`sfacilementme´thyle´epourdonnerla5-me´thylcytosine(voirlaﬁgure1.16),laquellepeuteˆtreensuiteaise´mentde´samine´epourdonnerlathymine.Celaconduita`unme´sappariementguanine-thyminenonreconnuparlessyste`mesdere´paration.Cettesous-repre´sentationdesse´quencesCpGeste´galementobserve´edansl’ADNmitochondrique[24],de´montrantainsil’adaptationd’unADNd’origineprocaryotea`unenvironnementetunefonctionnalite´detypeeucaryote.Ende´pitdeleursous-repre´sentationglobaledanslesge´nomesdeseucaryotessupe´rieurs,lesse´quencesCpGjouentunroˆlemajeurdanslare´gulationdel’expres-siondesge`nes,lesse´quencesme´thyle-CpGpre´sentantunfortpotentielre´pressif.Unremarquableaspectrelatifa`lafonctionre´gulatricedesse´quencesCpGestlapre´senced’unesurconcentrationdeCpG(ıˆlotsCpG)[25]auvoisinagedesse´quencespromotricesdege`nesessentielsaufonctionnementdelacelluleethabi-tuellementconstammentexprime´s.Cesıˆlots,d’unetaillesupe´rieurea`200nucle´o-tides,secaracte´risentparunedensite´e´leve´edebasesGCetunefaibleme´thyla-tiondescytosinesdesse´quencesCpG(contrairementa`cequiestobserve´danslecasdesse´quencesCpGisole´es).Cettehypome´thylationestuneconditionrequisepouruneexpressionfortedesge`nes,lame´thylationcorrespondanthabituellementa`uneinhibitiondel’expressiondesge`nes.A`noterqu’unesur-repre´sentationdesıˆlotsCpG,associe
´ea`unehyperme´thylation,peutconduirea`unesous-expression
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anormaledesge`nesenavaldecesıˆlots.C’estnotammentlecasdu
syndromeduretardmental
associe´auXfragile,quisecaracte´riseparuneinactivationduge`neFRM1(
FragileXMentalRetardation1
).L’inactivationdeFRM1estimputablea`uneaugmentationdunombredetripletsCGGenavaldupromoteurdecege`ne.Danslapopulationge´ne´rale,lenombredere´pe´titionssesitueentre5et59CGG,alorsquelespatientsaffecte´sparcesyndromeposse`dentplusde200re´pe´titions[26].
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GuanineCytosineAdénineThymine
Figure1.18.
AppariementcomparédesbasesG-CetA-Tdansunemoléculed’ADNdoublebrin.
Pourtenterdecomprendreleroˆledesse´quencesCpGdanslare´gulationfonction-nelleduge´nome,ilestessentield’e´tu-dierlescaracte´ristiquesstructuralesdecesse´quences.Onnoteraa`titrepre´liminairequel’appariementG-Ceststabilise´partroisliai-sonshydroge`ne,contrairementa`l’apparie-mentdesnucle´otidesA-Tquinemetenjeuquedeuxliaisonshydroge`ne(ﬁgure1.18).Lespremie`resmesuresd’e´nergiedeliaisonenphasegazeuse[27],conﬁrme´esulte´rieu-rementpard’autrestechniques,ontconduita`desvaleursde21kcal/molpourl’apparie-mentG-C,contre13kcal/molpourl’apparie-mentA-T.L’e´nergiedeliaisone´leve´edel’appariementG-Cfaitdelase´quencedinucle´otidiqueCpGuneentite´extreˆmementstable,cequicondi-tionnequelques-unesdesesproprie´te´s.Enplusdesastabilite´,lase´quenceCpGestdoue´ed’uneextraordinaireplasticite´.A`titred’exemple,ilae´te´observe´quedansleshe´licesB,l’e´longationetlade´torsionsontplusfavorablesauniveauded(CpG)
2
(9,8kcal)queded(GpC)
2
(27,8kcal).Onnoterae´galementlefaibleangledetorsion(envi-ron30
;40
pourlesse´quencesGpC)caracte´risantlage´ome´triedesplateauxdepairesdebasesdanslesse´quencesCpGetle«roll»positifimportantquisetra-duitparuneouverturedesplateauxdebasesverslepetitsillondel’he´lice.Laparticularite´desparame`tresge´ome´triquesdesse´quencesCpGrendpossibledesreconnaissancesmole´culairesspe´ciﬁques,notammentparlesme´thylasescataly-santlame´thylation
denovo
desse´quencesCpG.
5.
3.LastructuredesdinucléotidesCpGméthylés
Auniveaudeladoublehe´lice,lesdeuxme´thylessyme´triquementpositionne´ssurlescytosinesdelase´quenceCpGsontlocalise´sdanslegrandsillondel’he´lice(ﬁgure1.19)etformentdecefaitunmotiftre`sparticulierquipourraeˆtrespe´ci-ﬁquementreconnu,notammentpardesprote´ineseffectricesdesfonctionsge´ne´-tiques.L’e´tudedel’effetdelame´thylationsurlastructurelocaledelase´quenceCpGetdesse´quencesadjacentesafaitl’objetdenombreuxtravaux.Enpremie`reapproche,lapre´sencededeuxgroupementsme´thylesprochesl’undel’autreetsaillantdanslegrandsillonapourprincipalesconse´quences:1)d’augmenter
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Figure1.19.
Représentationschématiquedupositionnementdesméthylesauniveaud’uneséquenceCpGsymétri-quementméthyléesurlescytosines.Partiegauchedelaﬁgure:vuedesméthylescôtégrandsillon.Partiedroitedelaﬁgure:vued’unplanperpendiculaireàl’axe.
l’hydrophobicite´dusillon,2)depermettrel’e´tablissementdeliaisonshydroge`neentrelesprotonsdesme´thylesetlesacidesamine´sdesligandsprote´iques(voirleparagraphesuivant)et3)enregarddel’encombrementste´riquedesdeuxme´thyles,demodiﬁerl’accessibilite´delapartieprofondedusillon.Encequiconcernelage´ome´triedel’ADN,leconsensusestque
lame´thylationd’unecytosineaffectetre`speulastructurelocaledel’he´lice
.L’impactsesitueplusauniveaudelastabilite´del’he´liceetdeladynamiquemole´culaire.Dese´tudescris-tallographiques[28]re´alise´essurundode´came`redetyped(ACCGCCGGCGCC)onteneffetmontre´quelage´ome´trieduduplexme´thyle´surlacytosinecentralepermettaitl’e´tablissementdedeuxnouvellesliaisonshydroge`neentrelesprotonsdugroupementme´thyleetlesatomesd’oxyge`nedesphosphates,avecpourconse´-quenceunestabilisationdeladoublehe´lice.Parailleurs,dese´tudesparRMNcouple´esa`descalculsdedynamiquemole´culaire[29]ontmontre´quelame´thyla-tiondese´quenceCRE(
cAMPresponsiveelement
)d(GAGATGAmCGTCATCTC)
2
setraduisaitparl’adoptiond’uneconformationdetypeBIIavecunediminutiondelaﬂexibilite´del’he´lice,notammentauniveaudesse´quencesadjacentesen5
,etinduisaitunencombrementste´riqueauniveaudelacytosineme´thyle´e.Cesmodi-ﬁcationsstructuralesetdynamiquesrelativementmodestessufﬁsenta`modiﬁerdrastiquementlesinteractionsentrel’ADNetlesprote´inesre´gulatricestellesquelesfacteursdetranscription.
5.
4.Laméthylationsymétriqueestspéciﬁquementreconnuepardesprotéines
Chezlesorganismesverte´bre´s,ilexisteunefamilledeprote´inesreconnaissantspe´ciﬁquementlesse´quenceCpGsyme´triquementme´thyle´es.Cettefamilleestcompose´edelaprote´ineMeCP2,de´ja`mentionne´epre´ce´demment,ainsiquedesprote´inesMBD1,MBD2,MBD3etMBD4.Cesprote´inesposse`dentencommunundomainedeliaisona`lase´quenceCpGme´thyle´e.Cedomaine,localise´verslare´gionN-terminale,secomposede70acidesamine´s[30].D’unpointdevuebiologique,ilestinte´ressantdeconstaterquelaMeCP2[31],apre`sﬁxationsurunese´quenceCpGme´thyle´e,estcapablederecruterdeshis-tonesde´sace´tylases.Lade´sace´tylationdeslysinesdeshistoneslibe´rantdeschargespositivesfavoriselesinteractionse´lectrostatiquesentrehistoneetADN,cequia
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Figure1.20.
Structuredudomainedeliaisonàl’ADNdelaprotéineMeCP2.
pourconse´quenced’accroıˆtrelacompactiondelachroma-tine,larendantainsisilen-cieused’unpointdevuege´ne´-tique.MeCP2,viasaﬁxationsurlesse´quencesCpGme´thy-le´es,agitcommeune´le´mentcle´delare´pressiontrans-criptionnelle.MeCP2estsup-pose´eseﬁxersurunseulmotifCpGme´thyle´parl’inter-me´diaired’interactionsessen-tiellementhydrophobes.Enfait,leme´canismemole´cu-lairedelareconnaissancedesse´quencesCpGme´thy-le´esparlaprote´ineMeCP2n’estpastotalemente´lucide´.Ne´anmoins,lastructuretri-dimensionnelledudomainedeliaisona`l’ADNestconnu(ﬁgure1.20).Cedomainesecaracte´risenotammentparunetre`sfaiblestructuration,cequiluiconfe`reunegrandeplasticite´.Cetteplasticite´permeta`laprote´inedes’adaptera`larigidite´dessitesCpGme´thyle´seta`l’encombrementste´riquecause´sparlapre´sencedesdeuxme´thyles.Dese´tudesdemutagene`seetRMN[32]ontmontre´quel’arginine-111,laquelleinteragitavecl’aspartate-121,e´taitundesacidesami-ne´sessentielscontroˆlantlaliaisonspe´ciﬁquedelaprote´inea`lase´quenceCpGme´thyle´e.Ilsembleraitdeplusquelapre´sencedese´quencesadjacentesausiteCpG,richesenpairesdebasesAT,favoriseuneﬁxationa`hauteafﬁnite´deMeCP2surlase´quenceCpG.Entoute´tatdecause,MeCP2,viasaﬁxationsurlessitesCpGme´thyle´s,joueunroˆleessentieldanslare´gulationdel’expressionge´ne´tique.Celaestconﬁrme´parlefaitquedesmutationsperturbantlaﬁxationdelaprote´inesurlesse´quencesCpGme´thyle´essetraduisentparl’apparitiond’unepathologieaffectantessen-tiellementlesﬁlles(syndromedeRett),secaracte´risantpardesanomaliesdu
de´veloppementdusyste`menerveuxcentral.Cettepathologie,maintenantconsi-de´re´ecommeunemaladiege´ne´tiquelie´eauchromosomeX(lege`nedeMeCP2estporte´parlechromosomeX),setransmetselonuncaracte`redominant.L’e´tiologiemole´culairedecettepathologiemontrea`quelpointlesprocessusdere´pressiontranscriptionnelledenaturee´pige´ne´tiquesontimportants.
6.Conclusion
Lesexemplesde´critsdanscechapitremontrenta`quelpointlare´gulationdel’ex-pressionducodege´ne´tiquemetenjeudesprocessusdiversiﬁe´setcomplexes.Leplusfrappantestdeconstaterquel’ADNesta`lafoislesupportphysiquede
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l’informationetlere´gulateurmajeurdelalecturedecetteinformation.Modiﬁca-tiondege´ome´trie,modiﬁcationdetopologie,modiﬁcationdestructurechimiquecontribuentdemanie`reconcerte´e,a`l’e´chellemole´culaire,auxme´canismesdere´gulationspre´cisdel’expressiondesge`nes.Cesmodiﬁcationssonteneffetdessignauxquivontpermettrelamobilisationdeseffecteursdel’expressiondesge`nes(essentiellementprote´iques)pre´sentsdansl’environnementdel’ADN.Ceseffec-teurssontd’unepartdese´le´mentsdere´gulation(activateursoure´presseurs)et,d’autrepart,dese´le´mentsdesynthe`sequivontprendreenchargelatransforma-tionducodeADNencodeARN(transcription),puislatransformationducodeARNenprote´ine(traduction).Lestravauxderecherchedecesdernie`resanne´esontmisenlumie`releroˆleprimordialdelare´gulatione´pige´ne´tique(re´gulationnondirectementlie´ea`lase´quencedesge`nes)del’expressiondesge`neset,danscecontexte,leroˆlee´galementprimordialdesprocessusdere´pressionlie´snotam-menta`lame´thylationdel’ADNeta`lacompactiondesstructureschromatiniennes(ADNplusprote´ines).Cesprocessusdere´pressiondel’expressiondesge`nessontprobablementlese´le´mentscle´sdude´veloppementetdeladiffe´renciationcellu-laire.Unpointe´mergentestquedesanomaliesportantsurcesme´canismesdere´pressionpourraienteˆtrea`l’origineoutoutaumoinslargementcontribuera`l’apparitiondenombreusespathologiesmajeures.C’estlecaspourlatransforma-tiontumorale,quisemblelere´sultatd’unere´pressionanormaledege`nesdontlesfonctionssontdere´primerlaprolife´rationcellulaireetdemaintenirladiffe´rencia-tioncellulaire.Certainsdecesge`nessontclairementidentiﬁe´scommedesge`nessuppresseursdetumeurs.Decepointdevue,ilestfrappantdeconstaterqueledegre´deme´thylationduge´nomeaugmentere´gulie`rementavecl’aˆgedesindivi-dus.Cetteobservationpourraitapporterune´clairagenouveausurlesrelationsexistantentreincidencedescancersetaˆge.Iln’estpasdouteuxqu’undesgrandsde´ﬁsscientiﬁquesenbiologieserad’e
´lucideravecpre´cisionlesme´canismesdere´gulatione´pige´ne´tiquedel’expressiondesge`neset,plusencore,encasd’anoma-lies,depouvoiragiretrestaurercesprocessusdere´gulation,ycomprisparvoiepharmacologique.
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L’e´tudeauniveaumole´culaireetsupramole´culairedel’architecturedessyste`mesbiologiques,notammentmembranaires,constitueunmode`leextraordinaireper-mettantd’imaginerdes«nanostructuresintelligentes»,base´essurlesproprie´te´sd’auto-assemblagedesmole´culesd’originebiologique.L’interfac¸agebioe´lectro-niqueentrematie`revivanteetmatie`reinerteconstituel’undesaxesporteursdesnanobiotechnologies.Cechapitreconcerneplusparticulie`rementladescriptiondesmembranesbio-logiquesetdesproprie´te´sd’auto-associationdesmole´culesquilesconstituent,basesd’unestructurationnaturelleetspontane´epermettantlede´veloppementdemembranesbiomime´tiquesetdediversesstructuresprote´o-lipidiquesnanostruc-ture´es,dontlesapplicationssontsanscontestedanslesecteurdesnanobiotech-nologies(nanoparticuleslipidiques,encapsulationetlibe´rationdeme´dicaments,vectorisation,trimole´culaire,fonctionnalisationdesurface,de´veloppementdenanobiocapteurs,etc.).
1.Introduction:lamembranebiologique
Lesmembranesoccupentuneplacecentraledanslaviedelacellule.Lesvuesd’ar-tistedecellules,repre´sentantl’e´tatactueldesconnaissancesacquisesautravers
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d’unemultituded’e´tudes,mettentene´videncelapre´sencedenombreuxcompar-timentsauseindelacellule,lacelluleelle-meˆmeformantuncompartimentindi-vidualise´.Lacompartimentalisationconstitueunestrate´giee´labore´eparlacellulepourre´partirlestaˆchesa`re´aliserdansdesespacesde´ﬁnisdisposantdemoyensetd’e´le´mentsspe´ciﬁques.Lescompartimentscellulaires,ouorganites,ontdesfonctionsspe´ciﬁques:lenoyauestlelieudestockagedel’ADN,desynthe`sedesARNm,t,r;lere´ticulumendoplasmiqueestlelieudesynthe`sedesprote´inesetdeslipides;lamitochondrieestlacentralee´nerge´tiquedelacellule,etc.Touslescompartimentscellulairespartagentlefaitd’eˆtreentoure´sparunestruc-turecommune,lamembranebiologique(ﬁgure2.1).Lamembranebiologiqueestune´diﬁcesupramole´culairetre`scomplexe,constitue´majoritairementdelipidesorganise´ssousformedebicouchelipidique,deprote´inestransmembranaires,pou-vantcontenirdesre´sidusosidiques,etdeprote´inespe´riphe´riques,associe´esa`lamembranesoitdirectement,soitviadessyste`mesd’ancrageparticuliers.
MilieuextracellulaireCytoplasme
CouchebilipidiqueCholesterolGlycolipideGlycoprotéineCarbohydrateFilamentdu cytosqueletteProtéinemembranaireProtéinepériphérique
Figure2.1.
Schémagénéraldelamembranebiologique.Icilamembraneplasmiquequiséparel’intérieurdel’extérieurdelacellule.Lamembranebiologiqueestunearchitectureprotéo-lipidiquefonctionnelleconstituéed’unebicouchelipi-diqueàlaquellesontassociéesouintégréesdesprotéines.Silesbicouchesdelipidesconfèrentauxmembranesbiolo-giquesleurpropriétéstructurale,lesprotéinessontdespartenairesindispensablesaufonctionnementdesmembranes.Ellesgarantissentnotammentletransfertdesmoléculesàtraverslabicouchelipidique,lacatalysedesréactionsquisedéroulentspéciﬁquementàlasurfacecellulaire,latransductiondesignauxau-delàdelamembrane.Outresonrôledecompartimentation,lamembranebiologiqueestdonclesiègedenombreuxphénomènesdereconnaissanceetdetransduction,d’échanged’énergie,dematièreetd’informationentrel’extérieuretl’intérieurdelacellule.Tirédehttp://omega.dawsoncollege.qc.ca/ray/cellmemb/membrane.jpg.
Lesmembranesbiologiquesconstituentensoitd’excellentsmode`lesnaturelsdestructurationetd’organisationauniveaumole´culaire.Cetteorganisationestfonde´e,commenousleverrons,surlesproprie´te´sd’auto-associationdesmacro-mole´culesbiologiques.L’utilisationdecesproprie´te´spermetdereconstituer
invitro
desmembranesbiomime´tiques,entite´sauto-assemble´escorrespondanta`desarrangementssupramole´culairesorganise´s.Lesapplicationsnanobiotechnologiquespotentiellesdesmembranesbiomi-me´tiquessontnombreuses.Onlesretrouvenotammentdansl’encapsulationetlade´livrancedeprincipesactifs,lavectorisation,lathe´rapiege´nique,les
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assemblagescomposites,lafabricationdesnanoparticuleslipidiquespourdesapplicationsdede´tection(
quantumdots
,nanoparticulesmagne´tiquesenimage-rieme´dicale),lareconstitutiondeprote´inesmembranaires,lafonctionnalisationetlastructurationdesurfaces,etentantquesupportdanslacristallisation2Ddesprote´ines.Ellesservente´galementdanslaconceptiondenanobiocapteurs,desyste`mesdetype«puces»oudenanovecteurspourlade´livrancedeme´dicaments.
2.Lipidesmembranaires:structuresetpropriétés
Leslipidesdanslesmembranesbiologiquesontundoubleroˆle,a`lafoisstruc-turaletfonctionnel.Ilsontlaproprie´te´des’auto-assemblerenmilieuxaqueuxpourformerlesempilementslamellairesenbicouchequiconstituentlabasedesstructuresmembranaires.Enoutre,certainslipidesmembranairesposse`dentdesproprie´te´sfonctionnellesimportantes.Ilssontnotammentimplique´sdanslesme´canismesd’adhe´sionetdere´gulationdelacroissancecellulaire,l’activationplaquettaire;ilspeuventjouerleroˆledere´cepteursmembranairesdetoxinesoueˆtrelespre´curseursdesecondsmessagersintracellulaires.Leslipidesmem-branairespre´sententunegrandediversite´structurale.Ilssontclasse´senquatregrandescate´gories,quicorrespondentchacunea`desfamillesdecompose´s.
2.
1.Structuredesprincipalesclassesdelipidesmembranaires
Lesprincipalesclassesdelipidesmembranairessont1)lesglyce´rophospholipides,2)lesglyce´roglycolipides,3)lessphingolipideset4)lesste´rols(tableau2.1)[1].
Tableau2.1.
Principalesclassesdelipidesmembranaires.
Classe
Noms
Glycérophospholipides(ouphosphoglycérides)
1,2diacylphosphoglycérides
Plasmalogènes
Glycéroglycolipides
1,2diacylglycoglycérides
Sphingolipides
Phosphosphingolipides
Glycosphingolipides
Stérols
Cholestérol(mondeanimal)
Stigmastérol(mondevégétal)
Ergostérol(champignons)
2.
1.
1.Glyce´rophospholipides
Lesglyce´rophospholipides,aussiappele´s
phosphoglyce´rides
,englobentles1,2diacylphosphoglyce´ridesetlesplasmaloge`nes.Les
1,2diacylphosphoglyce´rides
sontlesphospholipideslesplusabondantsdelaplupartdesmembranescellulaires.Ilsde´riventtousdel’
acidephosphatidique
,obtenupareste´riﬁcationduglyce´rol,enposition
sn
-1et
sn
-2parunacidegrasa`longuechaıˆne,etenposition
sn
-3parl’acidephosphorique.L’acidephospha-tidiqueestlephosphoglyce´rideleplussimple(ﬁgure2.2a);ilnes’agitpasd’unlipidemembranairea`proprementparler,maisd’uninterme´diairedanslabiosynthe`sedesautresphospholipides.
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GroupementphosphateGlycérolAcidesgras
Acides grasinsaturé(ex : acide oléique)Acides gras saturé(ex : acide stéarique)
OOOCOOO–OCH
2
CCH
2
OHHCP
OOOCOOO–OCH
2
CH
3
CCH
2
CH
2
CH
2
CH
3
CH
3
OHCPN
+
H
3
CCH
2
CH
2
CH
3
CH
3
N
+
OOOCOOO–OOCH
2
C
+
H
3
NCH
2
CH
2
CHCOHCPO–OOOCOOO–O–O–OCH
2
CCH
2
CH
2
CHOHCH
2
OHOHCPOOOCOOOOCH
2
CCH
2
CH
2
CH
2
CHCHPO–OOOCOOHOOOCH
2
CCH
2
HCPOOOCOHOOH
2
CCH
2
HCPOOOCOOO–OCH
2
CHCH
2
CH
2
CH
2
HHOOHOHHOHOHOHCPN
+
OOOCOOO–OCH
2
CCH
2
OHCP
Têtes polaires(hydrophiles)Queuesnon polaires(hydrophobes)Têtes polaires(hydrophiles)Queuesnon polaires(hydrophobes)
a)b)c)d)e)f)g)h)
Figure2.2.
Structuredesprincipauxdiacylphosphoglycérides(phospholipides).
a)
acidephosphatidique;
b)
phos-phatidylcholine;
c)
phosphatidyléthanolamine;
d)
phosphatidylinositol;
e)
phosphatidylsérine;
f)
phosphatidylglycé-rol;
g)
diphosphatidylglycérol;
h)
lysophosphatidylcholine.Cesstructuressontdessinéespourmettreenrelieflecaractèreamphipathiquedecesmolécules.L’extrémitépolairecomportantlesgroupementshydrophiles(souventappelée«têtepolaire»)estenhautdelastructure;l’extrémiténonpolairecomportantleschaîneshydrocarbonéeshydrophobes(souventappelée«queuehydrophobe»)estdirigéeverslebas.
Lesdiffe´rentesclassesdephospholipidessede´ﬁnissentselonlanaturedusubsti-tuantﬁxe´augroupementphosphatedel’acidephosphatidique.Ilpeuts’agirdelacholine(ﬁgure2.2b),del’e´thanolamine(ﬁgure2.2c),del’inositol(ﬁgure2.2d),delase´rine(ﬁgure2.2e)ouduglyce´rol(ﬁgure2.2f),lie´enpositionC3duglyce´rolparuneliaisonphosphodiester;onparlealorsdephosphatidylcholines,phosphatidyle´thanolamines,phosphatidylinositols,phosphatidylse´rinesoudephosphatidylglyce´rols.Lescardiolipides,oudiphosphatidylglyce´rols(ﬁgure2.2g),sontdesphospholipidesparticuliers,forme´sdedeuxmole´culesd’acidephosphati-diquerelie´esentreellesparunemole´culedeglyce´rol.Legroupementphosphate
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LiaisonvinylétherH
2
CCH
2
CHHCCHC
OOOOOOO–P
X
Figure2.3.
Structured’unplas-malogène.Lesubstituant«X»estleplussouventl’éthanola-mine,plusrarementlacholine.
estporteurd’unechargene´gativea`pHneutre(pH7,0).Lachargeglobaleduphospholipidede´penddoncdecelleporte´eparsonsubstituant.AupHphysiolo-gique,certainsphospholipidessontanioniques(char-ge´sne´gativement),commelesphosphatidylinositols,phosphatidylse´rines,phosphatidylglyce´rols,ouzwitte-rioniques(e´lectriquementneutres),commelesphos-phatidylcholinesoulesphosphatidyle´thanolamines.Lesacidesgrasconstitutifsdesglyce´rophospholipidespeuventeˆtretre`sdiversdansleurstructure.C’estlaraisonpourlaquellechaqueclassedephospholipidesconstitueunefamilledecompose´s.Enge´ne´ral,lesglyce´rophospholipidescontiennentunechaıˆnegrassesature´eenpositionC1etunechaıˆnegrasseinsature´eenpositionC2.Lalongueurdelachaıˆnehydrocarbo-ne´epeutvarierentre14et24carbones.Leslongueurslespluscourantessont16,18et20carbones,maisilexistedenombreusesexceptions.Les
plasmaloge`nes
sontdesphosphoglyce´ridesdanslesquelsunedeschaıˆneshydrocarbone´esestassocie´eauglyce´rolparuneliaisonvinyle´ther.Cesontdese´thersdeglyce´rides.Laliaisone´thersesitueleplussouventenpositionC1(ﬁgure2.3).Lesplasmaloge`nessontabondantsdanslestissuscardiaquesdesverte´-bre´s,lesyste`menerveuxpe´riphe´riqueetlemuscle.
2.
1.
2.Glyce´roglycolipides
Les
1,2diacylglycoglyce´rides
,commelesdiacylphosphoglyce´rides,de´riventduglyce´rolpareste´riﬁcationenpositions
sn
-1et
sn
-2parunacidegras.Enrevanche,laposition
sn
-3duglyce´rolestrelie´eparliaisonglycosidiquea`desunite´sgluci-diquestellesquelegalactose(ﬁgure2.4).Cesglycolipidessonttre`sabondantsdanslesmembranesphotosynthe´tiquesdesalguesetdesplantes.Ilssontplusrarementrencontre´sdanslemondeanimal.
2.
1.
3.Sphingolipides
Lessphingolipidesconstituentlasecondegrandefamilledelipidesmembra-naires
.Ilscontiennentdelasphingosine,unalcoolamine´aliphatiquea`longuechaıˆne.Danslessphingolipides,lasphingosinejoueleroˆleduglyce´roldanslesglyce´rophospholipides.L’amidiﬁcationdelafonctionamine(-NH
2
)delasphingo-sineparunacidegrasa`longuechaıˆneetdedegre´d’insaturationvariableconduita`la
ce´ramide
,compose´debasedetouslessphingolipides(ﬁgure2.5).Ceux-cisontobtenusparadditiond’unsubstituantsurlafonctionalcoolprimairedelace´ramide.Laclassedessphingolipidesenglobelesphosphosphingolipidesetlesglycosphin-golipides.
Lesphosphosphingolipides
posse`dentlesmeˆmestypesdegroupementspolairesquelesglyce´rophospholipides.A`titred’exemple,la
sphingomye´line
,l’undesconstituantsprincipauxdesmembranesplasmiquesdelaplupartdescellules

      

    

  
    
      
        
   
   “doc”—2007/7/30—18:46—page52—#50
52
NANOBIOTECHNOLOGIESETNANOBIOLOGIE
Têtes polaires(hydrophiles)Queuesnon polaires(hydrophobes)CH
2
CHCOOOOOH
2
CCOOHOHOOHOHCH
2
CHCOOH
2
CCOHHHHHOOHOOHHOOHOHHHHHOOHOHOHHHHHH
a)b)
Figure2.4.
Structuredequelquesdiacylglycoglycérides(glycolipides).
a)
Monogalactosyldiglycéride(MGDG).
b)
Digalactosylglycéride(DGDG).
aminalesetdelagainedemye´lineenrobantlesaxonesdecertainsneurones,estunphosphosphingolipidesubstitue´surl’alcoolprimairedelace´ramideparungrou-pementphosphocholine(ﬁgure2.5a).Danslessphingomye´lines,l’acidegraspre´-dominantestl’acidegraspre´sentantunechaıˆnehydrocarbone´ede24carbones,sature´eounon.Ontrouved’autressphingolipidessubstitue´ssurlace´ramideparungroupementphosphoe´thanolamine,phosphoinositolouphosphoglyce´rol.Lesphosphosphingolipidessontclasse´scommephospholipidesaveclesglyce´rophos-pholipides.
Lesglycosphingolipides
sontdesde´rive´sdelace´ramideassocie´ea`dessucresparl’interme´diaired’uneliaisonglycosidiquesurl’alcoolprimairedelace´ramide.Ilsnecontiennentpasdephosphate.Ilssontdecefaitgroupe´sdanslaclassedesglycolipides.Les
ce´re´brosides
sontdesglycolipidesneutresconstitue´sd’unseulre´siduglucidiquetelquelegalactoseouleglucose(ﬁgure2.5b).Onlestrouvedefac¸oncaracte´ristiquedanslesmembranesplasmiquesdutissunerveux.Les
gangliosides
,lespluscomplexesdessphingolipides,sontdesglycolipidesanioniquesquiposse`dentuneouplusieursmole´culesd’acidesialique(acideN-ace´tylneuraminique)porteusesd’unechargene´gativeaupHphysiologique,bran-che´essurlachaıˆneoligosaccharidique.Ilsconstituent6%deslipidesmembra-nairesdanslasubstancegriseducerveauhumainetsontpre´sentsenplusfaiblesquantite´sdanslesmembranesdestissusanimauxneuronaux.
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Têtes polaires(hydrophiles)Queuesnon polaires(hydrophobes)OOHOHOHOOHNHOHHHHHCHOOCH
2
CH
2
CH
3
H
3
CCH
3
OO–POHONHN
+
CO
a)b)c)
OHHONH
2
Figure2.5.
Structuredequelquessphingolipides.
a)
sphingosine;
b)
sphingomyéline(phosphosphingolipide);
c
)galactocérébroside(glycosphingolipide).
Lesglycosphingolipidessontge´ne´ralementdescomposantsmineursdesmem-branes.Ilssonttouslocalise´sdanslefeuilletexternedelabicouchedelamembraneplasmique.Leschaıˆneshydrocarbone´esdeleurgroupece´ramidesontenfouiesdanslecœurhydrophobedelamembrane,leurpartieglucidiqueprojete´ehorsdelacellule.Ilssontdecefaitimplique´sdansdenombreusesfonctionsdereconnaissance.Parailleurs,certainsvirusutilisentleurpartieglucidiquecommeancrageavantl’infection.
2.
1.
4.Ste´rols
Lesste´rolssontdeslipidesbienrepre´sente´sdanslesmembranesbiologiques.Leurstructurecaracte´ristiqueestlenoyauste´roı¨de,forme´dequatrecyclesfusionne´sde´signe´sparA,B,CetD,pratiquementplansetrelativementrigides(ﬁgure2.6).Le
choleste´rol
constitueenviron30%deslipidestotauxdesmem-branesplasmiquesdescellulesanimales(ﬁgure2.6a).Onletrouvee´galementdanslesmembranesdecertainsorganitesdescellulesanimales.Leseulgroupe-mentpolairedecettemole´culeestlegroupementhydroxyle(-OH)porte´parlecarbone3dunoyauste´roı¨de.Le
stigmaste´rol
seretrouvedanslemondeve´ge´tal(ﬁgure2.6b).L’
ergoste´rol
estunconstituantdesmembranesdeschampignons(ﬁgure2.6c).A`deraresexceptionspre`s,lesbacte´riesn’ontpasdeste´rols.
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Tête polaire(hydrophile)Queuesnon polaires(hydrophobes)
Figure2.7.
Proﬁld’unemoléculedelipideamphipathique.Lamoléculeesquisséeicipos-sèdedeuxqueuesnonpolaires.
Lapartieapolairedeslipideslimitefortementleursolubilite´dansl’eausousformedemono-me`res.Leslipidesmembranairessontdeslipidesamphipathiquespratiquementinso-lublesdansl’eau.Quandilssontme´lange´sa`del’eau,lesdeuxextre´mite´sdelamole´-culepre´sententdestendancesoppose´es:lateˆtepolairehydrophileinteragitfavorable-mentaveclemilieuaqueuxetatendancea`sedissoudre;a`l’inverse,leschaıˆneshydrocar-bone´ese´vitentaumaximumlecontactavecl’eau.Decefait,leslipidesamphipathiquesformentdesstructuresd’agre´gationenphasese´pare´edeleurenvironnementaqueux,dontlaformevade´pendredelataillerelativedespartieshydrophileethydrophobe(balance«hydrophile/hydrophobe»)etdontlacohe´-sionvaeˆtrere´gieparl’effethydrophobe,cle´devouˆtedesproprie´te´sd’auto-associationdesmole´culesamphiphilesdansl’eau.L’effethydrophobecorresponda`lapropensiondesgroupementshydrophobesa`s’associerlesunsauxautresa`causedeleurrejetparlesolvantaqueux.Ils’expliqueentermesdethermodynamique(ﬁgure2.8).Eneffet,leschaıˆneshydrocarbone´essontdescompose´s«nonmouillables»incapablesdecre´erdesinteractionsaveclesmole´culesd’eau.Lorsqu’ellessontinse´re´esdanslere´seaudesmole´culesd’eaulibres,lesmole´culesauvoisinageimme´diatenro-bantlachaıˆnenonpolaire,relie´esentreellespardesliaisonshydroge`ne,voientleurspossibilite´sd’orientationre´duites,cequiaboutita`unestructureenvelop-pantedemole´culesd’eauhautementordonne´esautourdechaquechaıˆnehydro-carbone´e.Cettestructureestappele´e«cage».Quandleschaıˆnesnonpolairess’associentlesunesauxautrespourpre´senterausolvantlasurfacehydrophobelaplusre´duitepossible,lede´membrementdelastructuredelacages’accompagned’uneaugmentationd’entropiedesmole´culesd’eauquiquittentcetteenveloppeordonne´epourrejoindrelamassedusolvant.Cetteaugmentationdel’entropiedetranslationdesmole´culesd’eaude´passedebeaucoupladiminutiondel’entropiequiaccompagnelerassemblementdeschaıˆneshydrocarbone´esetlaformationdel’agre´gat.Lorsdel’agre´gationdeslipidesmembranaires,lesqueueshydrophobess’associent
entreellespourminimiserleurzonedecontactavecl’eauetlesteˆtespolairesadoptentunedispositionquileurpermetd’accroıˆtreaumaximumleursinterac-tionsaveclesolvantaqueux.A`l’inte´rieurdel’agre´gat,leschaıˆneshydrocarbo-ne´esinteragissententreellespardesinteractionsdevanderWaals.L’ensembledesforcesquimaintiennententreelleslesre´gionsnonpolairesdesmole´culesestappele´
interactionshydrophobes
.Ilfautpre´ciserquelaforcedecesinteractionsn’estpasduea`unequelconqueattractiondeschaıˆnesapolairesentreelles.C’estlere´sultatd’uneorganisationatteignantsastabilite´thermodynamiqueoptimale,
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Tête hydrophile
Dispersiondes lipidesdans H
2
O
Chaque moléculede lipide obligeles moléculesd'eau alentourà s'organiser
Micelles
Tous les groupeshydrophobessont séparés de l'eau,il n'y a pas de coquede molécules d'eauhautement organisées,l'entropieest augmentée.
Associationde moléculeslipidiques
Seules les portionslipidiques au bordde l'agrégatimposent à l'eauune organisation.Le nombrede molécules d'eauordonnéesest plus faibleet l'entropieest accrue.Associationstransitoiresde molécules d'eauen phase dispersée.Les molécules d'eaufortement ordonnéesforment une cageautour des chaînesalkyles hydrophobes.
a)b)
Figure2.8.
Effethydrophobeexpliquantl’agrégationdemoléculeslipidiques.L’exempleestprisicidanslecasd’unacidegrasàlonguechaîne.D’aprèsLehningeretal.[2].Lesinteractionshydrophobesétabliesentrelesmoléculeslipidiquesfournissentlaforcethermodynamiquenécessaireàlaformationetaumaintiendel’agrégat.
re´duisantauminimumladiminutiond’entropielie´ea`l’arrangementdesmole´-culesd’eauautourdeszoneshydrophobesdesmole´culesamphiphiles.Cesinterac-tionshydrophobessontenfaitlesforcesdecohe´siondesagre´gatslipidiques.Bienquecesinteractionssoientdefaiblese´nergies,leurnombreimportantauseindel’agre´gatestresponsabledelacohe´siondesdiffe´rentesstructuresadopte´esparleslipidesmembranaires.Nousretiendronsdoncque
lesmole´culesamphiphiless’auto-associentpuiss’auto-organisent
sousl’effetdesforcesd’attraction/re´pulsiondespartieshydro-philes/hydrophobes.Danslecasdeslipidesmembranaires,lastructure(ouforme)desorganisationssupramole´culairesobtenuesde´penddelabalanceamphiphiledelamole´cule.
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2.
3.Polymorphismelipidique
Lepolymorphismelipidiqueestlere´sultatdelapropensiondeslipidesmembra-naires,unefoisisole´sdeleurcontexteetremisensuspensiondansl’eau,a`formerdescomplexessupramole´culairesd’organisationstructuraletre`svarie´e.Cesorga-nisationsstructuralesvontde´pendredelanaturedulipide–pluspre´cise´ment,del’encombrementrelatifdesespartieshydrophileethydrophobe–etpourunlipidedonne´,desconditionsexpe´rimentales(tempe´raturedusolvant,concentrationdulipide,pH,pre´sencee´ventuelledeselsdissous(forceionique),pression).Selonlanaturedulipideutilise´etlesconditionsexpe´rimentaleschoisies,ondistinguetroistypesd’agre´gatslipidiques.
1)Lesmicelles
,sphe´riquesoucylindriques,sontdesstructuresferme´esrelative-mentpetites,impliquantunedizainea`quelquescentaines(micellessphe´riques)oua`quelquesmilliers(micellescylindriques)demole´cules,dispose´esdetellesortequelesre´gionshydrophobess’agre`genta`l’inte´rieur,excluantl’eau,etquelesteˆteshydrophilessoienta`lasurfaceencontactavecl’eau(ﬁgures2.9aet2.9b).Cesdeuxtypesdemicelles,sphe´riquesoucylindriques,sontforme´sres-pectivementpardesmole´culesnecomportantqu’uneseulequeuehydrophobe,commelesacidegras(ouleurssels,c’est-a`-direlessavons),leslysophospholipides(phospholipidea`uneseulechaıˆnehydrocarbone´e)oulesde´tergents.
2)Labicouchelipidique
estlecomplexesupramole´culaireprincipalforme´parlesphospholipidesetlesglycolipidesmembranaires(ﬁgure2.9c).A`causedelapre´sencedesdeuxchaıˆneshydrocarbone´es,ceslipidesnes’agre`gentpasfacile-mentenmicelle,maiss’arrangentcorrectementenbicouche,danslaquelledeuxcoucheslipidiquessecombinentpourformerunfeuilletbidimensionnel(2D).Lesbicoucheslipidiquessontl’architecturedebasedetouteslesmembranesbiologiques,comprenantlamembraneplasmiqueetlesmembranesintracellu-lairesdesorganitesdescelluleseucaryotes.L’orientationdesmole´culeslipidiquesamphipathiquesquiformentcesbicouchesestremarquable:lesqueueshydro-phobessonttourne´esversl’inte´rieurdelabicouche,lesteˆteshydrophilesgardentcontactavecl’eausurchaquefacedelabicouche.Leschargespositivesetne´ga-tivesdesconstituantsdelabicoucheauxquellesparticipentlesteˆtespolairesdesphospholipides(phosphoglyce´ridesetphosphosphingolipides)confe`rentunesurfaceionise´ea`chacundesfeuilletsdelamembrane.A`l’inversedesmicellesquirestenttoujoursdepetitetaille,lesbicoucheslipidiquespeuventcouvrirdelargessurfaces(10
8
nm
2
etplus).Commel’expositiondesbordsd’unebicouchea`lasolutionaqueuseeste´nerge´tiquementde´favorable,lesbicouchese´tenduesserefermentsurelle-meˆmepourformerunesphe`recreuse,appele´eve´siculeouliposome(ﬁgure2.10).Enformantcesve´sicules,lefeuilletbicoucheperdsesre´gionsbordanteshydrophobes,atteignantunestabilite´maximaledansl’environ-nementaqueux.
Lesphospholipidespeuventformerdesve´siculesmonolamel-laires(uneseulebicouche)ouformerdesve´siculesmultilamellaires
.Cesder-nie`resrappellentlescouchessuperpose´esobserve´esdanslesoignons.Lanatureetlastabilite´decesstructuresde´pendentengrandepartiedeleurcompositionlipidique.Aulaboratoire,onsaitpre´pareravecunbonrendementdesve´siculessynthe´tiquesunilamellairesdetaillesvariablesetde´ﬁnies.L’inte´reˆtetlesappli-cationsdecesstructuressontnombreux;leparagraphe3.1decechapitreestentie`rementconsacre´a`l’obtentioneta`l’e´tudedecesentite´sbiomime´tiques.
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3)Lamicelleinverse
constitueletroisie`metyped’agre´gatquepeuventformercertainslipidesmembranaires,notammentlesphosphatidyle´thanolamines.Danscetarrangementmole´culaire,lesteˆtespolairesdeslipidestapissentuncylindrecreuxremplidephaseaqueuse,leschaıˆneshydrocarbone´essontrejete´esversl’ex-te´rieur(voirlaﬁgure2.9d).
Phase lamellairePhase micellairePhase hexagonale type H
II
Phase hexagonale type H
I
a)b)c)d)
4 à 6nm
EauBicouche
Figure2.9.
Principalesphasesetorganisationsstructuralesadoptéesparleslipidesensuspensiondansl’eau.
a)
Dansunemicellesphérique,structureadoptéeparlesselsd’acidegras(ousavons),leschaîneshydrophobessontséquestréesaucœurdelasphère.Iln’yapratiquementpasd’eaudanslecentrehydrophobedelamicelle.L’eauestàl’extérieur.L’agencementdesmicellesdanslaphaseaqueuseestaléatoire.
b)
Dansunemicellecylindrique,structureadoptéeparleslysophospholipides,lapartiepolairedeslipidestapisselasurfaceducylindreetleschaîneshydrocarbonéessontenfouiesensoncentre.L’agencementdescylindresdanslaphaseaqueuseselonunesymétriehexagonalecentréecorrespondàlaphasehexagonaletypeH
I
.aetbsontdesmicellesditesdirectes.
c)
Dansunebicouche,toutesleschaîneshydrophobeslatérales,àl’exceptiondecellesquisontauborddufeuillet,sontprotégéesd’uneinteractionavecl’eau.Dansunephaselamellaire,lesbicoucheslipidiquesplanessontséparéespardescouchesd’eau,dontl’épaisseurdépenddudegréd’hydratation.
d)
Danslamicelleinverse,lapartiepolairedeslipidestapisselasurfaceinterned’uncylindrecreuxetentourelaphaseaqueuse;leschaîneshydrocarbonéessontprojetéesàl’extérieurducylindre.DanslaphasehexagonaletypeH
II
,lescylindress’ordonnentégalementsuivantunesymétriehexagonalecentrée.
Lesdiffe´rentesphasesdupolymorphismelipidiquesedistinguentparlaformedesorganisationsstructuralesobtenues(bicouches,micellesdirectes,micellesinverses)etleuragencementdanslaphaseaqueuse.Ainsi,leslipidesformantdesbicouchesdonnerontlieua`desphaseslamellaires.Dansl’organisationlamellaire,lesbicoucheslipidiquessontse´pare´espardescouchesd’eaudontl’e´paisseur,biende´ﬁnie,de´penddelaquantite´d’eaudanslesyste`me(voirlaﬁgure2.9c).Cetypedephaseestge´ne´ralementobtenuquanddesphospholipides,commelesphospha-tidylcholinesoulessphingomye´lines,sontremisensuspensiona`defortesconcen-trations(rapportlipide/eauenpoidsdel’ordrede50/50).Danscesconditions,lesve´siculesforme´esdebicoucheslipidiques(tellesquenouslesavonspre´sente´essurlaﬁgure2.10),s’aplatissenta`causedeladiminutiondelaquantite´d’eaudansle
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20 nm12 nm
4-6 nm
Phase aqueuse
a)b)
Plusieurs bicouches empilées :Structure en «pelure d'oignons»Liposome unilamellairede petite taille100 nm
Figure2.10.
Structured’unevésiculelipidique,ouliposome.Lorsqu’unebicouchebidimensionnelleétendueserefermesurelle-même,elleformeunevésiculeclosetridimensionnellequiserefermesurunecavitéaqueuse.Lesphospholipidespeuventformerdesvésiculesunilamellaires(uneseulebicouche)(a)ouformerdesvésiculesmulti-lamellaires(b).
a)
Représentationschématique.
b)
Structureen«pelured’oignons»observéeaumicroscopeélec-troniqueàtransmission.Tirédehttp://bravo436.chem.mcgill.ca/groups/eisenberg/morphologies/.CopyrightWiley-VCHVerlagGmbH&Co.KGaA.Reproduitavecautorisation.
me´lange,etleslipides,toutengardantuneorganisationenbicouche,sontlocali-se´sauseindelamellesquel’onpeutconside´rercommeplanesetdesurfaceinﬁnieparrapporta`leure´paisseur.DanslesphaseshexagonalesdetypeH
I
etH
II
,respec-tivementforme´esparl’agencementdemicellescylindriquesdirectesouinverse´es,lescylindreslipidiquess’ordonnentsuivantunesyme´triehexagonalecentre´e(voirlesﬁgures2.9bet2.9d).L’organisationd’unlipidedonne´auseindume´langelipide/eaude´penddescondi-tionsexpe´rimentales,enparticulierdelatempe´ratureetdelaconcentrationlipi-dique.Unchangementdeconditionspeutinduireunetransitiondephase.Pourcertainslipides,lepassagedelaphaselamellaireverslaphasehexagonaleH
II
peuteˆtrefavorise´pardiminutiondelaconcentrationeneau(ouaugmentationdelaconcentrationlipidique)oupare´le´vationdelatempe´rature(ﬁgure2.11).Cette
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transitionimpliquedefranchirunebarrie`ree´nerge´tiquedontl’e´nergiepeuteˆtrefournieparl’agitationthermique.Lesdomainesdetempe´ratureetdeconcentra-tioneneaudanslesquelss’effectuentcestransitionsdephasede´pendentdelanaturedulipide.Pluslelipideaunepropensiona`adopteruneorganisationdetypeH
II
,pluslatempe´raturedetransitionestbasseetpluslaconcentrationeneaua`laquellelatransitionalieupeuteˆtreimportante.
a : organisation lamellaireb : intermédiairec : organisation hexagonale (H
II
)BicoucheEau
Figure2.11.
Transitiond’unephaselamellaireversunephasehexagonaleH
II
.Cettetransitionestfavoriséepardiminutiondelaquantitéd’eau(augmentationdelaconcentrationlipidique)ouélévationdelatempératuredusys-tème.Lorsquelaconcentrationenlipidesaugmente,l’épaisseurdelacouched’eaudiminue,lesbicouchesserapprochentetlescontactsentrelesbicouchesdeviennentplusétroits.Ilarrivequelesmonocouchesexternesencontactavecdeuxbicouchesdistinctess’enroulentl’uneautourdel’autreenemprisonnantl’eaulesséparant.Onobtientalorsunephasemixteintermédiaire.Silaconcentrationenlipidesaugmenteencore,onobtientuneorgani-sationlipidiquehexagonaledetypeH
II
.Delamêmefaçon,lorsquelecontactentrelesbicouchesestsufﬁsammentétroit,latransitionpeutêtreinduiteparélévationdelatempérature.D’aprèsShechter[1].
Meˆmesilesorganisationsstructuralesobtenueslorsquel’onremetensuspensiondeslipidesmembranairesnesontpastoujoursphysiologiques,l’e´tude
invitro
desdiffe´rentesphasesadopte´esparleslipidesmembranairespermetdetirerquelquesconclusionsquanta`lapropensionqu’ontcesderniersa`adopterdesorganisationsautresquelamellairesdanslesmembranesbiologiques.Uneorganisationappa-rente´ea`celledelaphasehexagonaledetypeH
II
pourraitavoirunesigniﬁcationpertinentedanslesme´canismesimplique´slorsdelafusionmembranaire.
2.
4.Conceptdeforme
Unlipidedonne´peutformerdiffe´rentesphasesdansdesconditionsphysico-chimiquesdiffe´rentes,maisdanslesconditionsphysiologiques(37
C,pH7,150mMNaCl),leslipidesmembranairesadoptentuneorganisationparticulie`re.Letableau2.2pre´sentel’organisationpre´fe´rentielleadopte´epardiffe´rentslipidesmembranairesa`tempe´raturephysiologique.Nouspouvonsnoterenparticulierquelesmonogalactosyldiglyce´rides,lipidesabondantsdesmembranesphoto-synthe´tiques,etquelesphosphatidyle´thanolamines,lipidesabondantsdansdenombreusesmembranes,adoptentuneorganisationdetypeH
II
.
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Tableau2.2.
Organisationstructuralededifférentslipidesmembranairesà37
C.
Lipides
Phases
Phosphatidylcholine
L
Sphingomyéline
L
Phosphatidyléthanolamine
H
II
Phosphatidylsérine
L
Phosphatidylglycérol
L
Cardiolipide
L
Monogalactosyldiglycéride
H
II
Lysophosphatidylcholine
H
I
Insaturation
L
H
II
Déshydratation
L
H
II
AugmentationdeT
L
H
II
+Cholestérol
L
H
II
L:phaselamellaire;H
II
:phasehexagonaledetypeH
II
(micelleinverse);H
I
:phasehexagonaledetypeH
I
(micellecylindriquedirecte).Siladifférencedeformesentrelalysophosphatidylcholine(organisationH
I
)etlaphosphatidylcholine(organisationlamellaire)estévidentepuisqu’ilmanqueuneseulechaînehydrocarbonéeàlapremière,ellen’estpasapparentedeprimeabordentrephosphatidyl-choline(organisationlamellaire)etphosphatidyléthanolamine(organisationH
II
)quisonttoutesdeuxdesphospholipides.Ladifférencedeformes’expliqueparladifférenced’hydratationdeleurtêtepolaire.Eneffet,laphosphatidylcholineesthydratéeparunevingtainedemoléculesd’eau;lelipides’inscritdansuncylindresil’onconsidèrelatailledelatêtepolairehydratée.Lapartiepolairedelaphosphatidyléthanolaminen’esthydratéequepar5moléculesd’eau;celipideadoncuneformeencône.D’aprèsShechter[1].
Unconceptdeformeae´te´avance´pourtenterd’expliquerl’originedesdiffe´-rentesorganisationslipidiques
:celles-cide´pendraientdel’encombrementspa-tialrelatifduvolumedespartiespolaireethydrophobedulipide(ﬁgure2.12).Ainsi,laformationd’unemicelledirecteestfavorise´equandlasectiontransversaledelateˆtepolaireestpluslargequel’encombrementdesoudelachaıˆnelate´ralehydrocarbone´e,commec’estlecaspourlesacidesgraslibresouleslysophospholi-pides.Danscesconditions,laformedulipides’inscritdansuncoˆne(coˆneinverse´)etapre`sagre´gation,ceslipidesformentunephasemicellaire(micellesphe´rique)ouunephasehexagonaledetypeH
I
(micellecylindrique)(ﬁgure2.12a).Laforma-tiond’unebicoucheseproduittre`sfacilementquandlasectiontransversaledelateˆtepolaireetcelledeschaıˆneshydrocarbone´eshydrophobesdulipidesontiden-tiques,cequiestlecaspourlesglyce´rophospholipidesetlessphingolipides.Danscesconditions,laformedulipides’inscritdansuncylindreetapre`sagre´gation,ceslipidesformentunephaselamellaire(ﬁgure2.12b).Enﬁn,laformationd’unemicelleinverse´eestfavorise´equandlasectiontransversaledelateˆtepolaireestinfe´rieureauvolumedeschaıˆneshydrocarbone´es,commec’estlecasdecertainsphospholipidesouglycolipides(voirletableau2.2).Danscesconditions,laformedulipides’inscritdansuncoˆneetapre`sagre´gation,ceslipidesformentunephasehexagonaledetypeH
II
(ﬁgure2.12c).Parcompensationdeforme,unme´langedelipidesformantdesphaseslipidiquesdiffe´rentesquandilssontpurs,peutaboutira`uneorganisationstructuraleﬁnaletotalementdiffe´rente(ﬁgure2.12d).
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acdb
Figure2.12.
Relationentrelaformestructuraledulipideetsonorganisationdansunephaselipide/eau(conceptdeforme).Silelipides’inscritdansuncôneinversé,l’organisationestmicellaire(a).Silelipides’inscritdansuncylindre,l’organisationestlamellaire(b).Silelipides’inscritdansuncône,l’organisationesthexagonaledetypeH
II
(c).Parcompensationdeformes,unmélangedelipidespeutadopteruneorganisationlamellaire(d).
Leconceptdeformepermetd’expliquerlesvariationsdel’organisationstruc-turaleadopte´eparunlipidedonne´enfonctiondesconditionsexpe´rimentales(tempe´rature,concentration,forceionique,degre´d’insaturationdeschaıˆneshydrocarbone´es,pre´sencedecholeste´rol).Ainsi,uneaugmentationdetempe´-rature,enaugmentantlemouvementdeschaıˆnes,ouunede´shydratation,endiminuantlevolumedelapartiepolaire,favoriseuneorganisationdetypeH
II
(voirletableau2.2).Demeˆme,cetteorganisationestfavorise´eparuneinsatura-tiondeschaıˆnesouparlapre´sencedecholeste´rolquiinduituneaugmentationdude´sordredeschaıˆnes(augmentationduvolumehydrophobedulipide).Leme´langedenombreusesespe`ceslipidiquesdeformesstructuralesdiffe´rentesdanslesmembranesbiologiquesesta`l’origine,parcompensationdeforme,deleurorganisationdetypelamellaireenbicouche.
3.Modèlesmembranairesetméthodesdecaractérisation
Lesmembranesbiologiquesconstituentd’excellentsmode`lesnaturelsdestructu-rationetd’organisationmole´culairefonde´ssurlesproprie´te´sd’auto-associationdesmacromole´culesbiologiquesamphipathiques.L’utilisationdecesproprie´te´spourde´velopperdesmembranesbiomime´tiquesetdesassemblagesprote´o-lipidiquesorganise´sconstituel’undesthe`mesporteursdesnanobiotechnologies.Ilexistediffe´rentsmode`lesmembranairesquitrouventdesapplicationsdansledomainedesnanobiotechnologies.Ils’agit:–
desliposomes
,ve´siculesclosesde´limite´esparunebicouchelipidiquerenfermantuncompartimentinterneaqueuxdefaiblevolume,–
desmonocouchesdeLangmuir
,ﬁlmsmonomole´culairesorganise´sa`lasurfacedel’eauoud’unesolutiontamponne´e(demi-feuilletmembranaire),–
desbicouchessupporte´es
,bicoucheslipidiquesforme´essurunsupportsolideetobtenuesparde´positiondeliposomes(«
SLB
»)oupartransfertdemonocouchespre´sentesa`l’interfaceair/eau(ﬁlmsdeLangmuir-Blodgett),
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–
desmembranessuspendues
,bicoucheslipidiquesmaintenuesa`lasurfaced’unsupportsolideparl’interme´diairedebrasespaceurs,–
des«BLM»
,bicoucheslipidiquesplanesmaintenuesa`traversunoriﬁcese´parantdeuxcompartimentsaqueux.Ceparagrapheestconsacre´a`ladescriptiondesdiffe´rentsmodesd’obtentionetdecaracte´risationdecesmode`lesmembranaires.Chaquesyste`mepre´sentedesavantagesetdesinte´reˆtsdiffe´rentspourdesapplicationsdansdiverschampsdesnanobiotechnologies.
3.
1.Liposomes
Lesliposomessontdesve´siculesconstitue´esd’unebicouchelipidiquese´parantdeuxespacesaqueux,l’exte´rieuretl’inte´rieurdesve´sicules(voirlaﬁgure2.10).Enfonctiondunombredebicouchesoulamelleslipidiquesformantlaparoi,ondistinguelesliposomesunilamellairesetlesliposomesmultilamellaires.Latailledesliposomesesttre`svariable,allantdeplusieurscentainesde
m
mpourlesplusgrandsa`environ25nmpourlespluspetits.Ondistinguecommune´mentplusieurstypesdeliposomes:–
lesliposomesge´ants
ouGUV(
GiantUnilamellarVesicle
),dediame`tresupe´rieura`5
m
m,–
lesliposomesdegrandetaille
ouLUV(
LargeUnilamellarVesicle
),detaillecompriseentre50nmet1
m
m,–
lesliposomesmultilamellaires
,appele´saussioignonsouMLV(
MultiLamellarVesicle
),quisontcompose´sdeplusieursbicouchesconcentriquesetdontlatailleestsupe´rieurea`100nm,–
lesliposomesdepetitetaille
ouSUV(
Small
,ou
Sonicated
,
UnilamellarVesicle
),dediame`tredel’ordrede25nm.DepuisleurintroductionparBanghamverslemilieudesanne´es1960[3],lesrecherchessurlesliposomesn’ontcesse´desede´velopperetdenombreuxouvragesleursontre´gulie`rementconsacre´s[4].Lesliposomesconstituentdessyste`mesmode`lesnaturelsdemembranesbiologiques.A`cetitre,ilsonte´te´largementutilise´spourdese´tudesbiophysiquesdesphaseslipidiquesainsiquepourdese´tudesstructuralesetfonctionnellesdesmembranes.Deplus,a`lasuitedestravauxpionniersdeGregoriadis[5],lechampd’applicationdesliposomesdanslesdomainesdelavectorisationdeme´dicamentsoudelacosme´tologienecessedesede´velopper[6-8].
3.
1.
1.Me´thodesdepre´parationdesliposomes
Leslipidessontdesmole´culesinsolublesensolutionaqueusemaissolublesdanslessolvantsorganiques,commelechloroforme,lesme´langeschloro-forme/me´thanoloul’e´ther.Laplupartdesme´thodesdepre´parationdeliposomesutilisentcommemate´rieldede´partdeslipidesdissousensolvantorganique.
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LiposomesmultilamellairesouMLV
Leslipidesdissousensolvantorganiquesontde´pose´sdansunre´cipientdeverreetlesolvanteste´vapore´sousvide,unerotationcontinuedure´cipientassurantunere´partitionhomoge`nedeslipidessurlesparois.L’hydratationdeslipidesparsimpleadditiond’unesolutionaqueuseauﬁlmlipidiquesuivied’uneagita-tionauvortexpermetd’obtenirdesliposomesmultilamellaires(ﬁgure2.13D).LatailledesMLVetlenombredebicoucheslesconstituantsontvariablesetde´pendentprincipalementdesconditionsdepre´parationetdelanaturedeslipides.
Membranebicouche
ABCD
50 nm
(1)(2)
5 nm
r = 20 nm–100
μ
m
Figure2.13.A)
Schémadeliposome.
B)
Membranedeglobulerouge,imagéeparlaméthodeclassiqued’ultramicro-tomie(adaptédeRobertson[9]).
C)
LUV.
D)
MLVimagésparcryo-microscopieélectroniqueàtransmission(MET);
1)
ﬁlmdeglaceamorphe;
2)
ﬁlmdecarbone.
Lacryo-MET(cryo-microscopiee´lectroniquea`transmission)[10]constitueuneme´thodequasiide´alepoure´tudierlastructuredesliposomesetdescomplexesentreprote´inesetmembranesa`l’e´chelleduliposomeunique.Lemaintiendel’environnementaqueuxe´liminelesproble`mesdecollapseetdere´organisationstructuralerencontre´slorsduse´chagedese´chantillonsencolorationne´ga-tive.Malgre´l’absenced’atomeslourdsutilise´sclassiquementcommeagentsdecontrasteenMET,lecontrasteintrinse`quedesimagesdecryo-METestsufﬁsantpourre´soudrelesdeuxfeuilletsdesbicoucheslipidiques,distantsd’environ4nm.L’origineducontrasteprovientdelapre´senced’atomesdephosphoreauniveaudesteˆtespolaires;lesatomesdephosphoresonteneffetpluslourdsquelesautresatomesetleursectionefﬁcacedediffusiondese´lectronsestpluse´leve´e.
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LiposomesunilamellairesdegrandetailleouLUV
Desliposomesunilamellairesdegrandetaille(c’est-a`-diredetaillesupe´rieureauxSUV)peuventeˆtreobtenusdeplusieursfac¸ons:parsolubilisationdesMLVenpre´sencedede´tergents,suiviedel’e´liminationdude´tergent,parextrusiondesMLVa`traversdesﬁltresdepolycarbonate,ouparre´versiondephase.Lesde´tergents(parexemple:ß-octylglucoside,dode´cylmaltoside,Triton-X100,CHAPS)sontdesmole´culesamphiphilescaracte´rise´esparleurconcentrationmicellairecritique(c.m.c.),concentrationmaximaledemonome`resau-dela`delaquellelesmonome`ressontene´quilibreavecdesassemblagesdetypemicelles.L’incorporationdemole´culesdede´tergentdanslaphaselipidiquedesMLVinduitlasolubilisationdesMLVau-dela`d’uneconcentrationcritiquequide´pendentreautredelac.m.c.etdelaquantite´totaledelipides.LesMLVsontdisperse´ssousformedemicellesmixtescontenantunme´langedemole´culesdede´tergentetdelipide.L’e´liminationdude´tergent,quipeuteˆtrere´alise´epardialyse,paradsorptionsurdesbillesdepolystyre`neoupardilution,s’accompagneduprocessusinversedelasolubilisationdesMLV,a`savoirlareconstitutiond’assemblageslipidiquesdetypeLUV[11].LatailledesLUVforme´spardialysedede´tergentsestdel’ordrede100nm(ﬁgure2.13C).LetermeLUVestsouventutilise´demanie`re«laxiste»;ainsilesLUVobtenusparadsorptiondude´tergentsurbillesdepolystyre`nepeuventpre´senterplusieursbicouches,enfonctiondesconditionsexpe´rimentales.
Liposomesextrude´souEUV
Desliposomesunilamellairespeuvente´galementeˆtreobtenuspardispersionme´caniquedesMLV.Letraitementme´caniqueappele´extrusionconsistea`forcerlesMLVa`passer,plusieursfois,a`traversdesﬁltresdepolycarbonatepre´sentantdesporesdetaillede´ﬁnie;desporesde50nma`400nmsontfre´quemmentutilise´s.Cetraitementpermetd’obtenirdesliposomesunilamellairesdetaillecalibre´eappele´sEUV.IlfauttoutefoisremarquerquelesEUVsontfre´quemmentbi-oupluri-lamellaires,etquelepassagedeslipidesa`traverscesmembraness’accompagnesouventd’uneperteconse´quentedemate´riel.Ilestparconse´quentparticulie`rementrecommande´dedoserleslipidesapre`scetraitement[12].
LiposomesunilamellairesdepetitetailleouSUV
Lesliposomesunilamellairesdepetitetaille(SUV)sontobtenuslorsquedessolu-tionsdeMLV(e´galementdeLUVoud’EUV)sontsoumisesa`desultrasons.LesMLVsonttransforme´senSUV,dontlatailleminimaleestd’environ30nm.
Pre´parationdeLUVparre´versiondephase
Leslipides,pre´alablementde´pose´ssurlesparoisd’unre´cipientenverrecommede´critpre´ce´demment,sontsolubilise´sparadditiond’e´therpuisd’unesolutionaqueuse.Unee´mulsione´ther/eauestobtenueparsonication,lesgouttelettesdesolutionaqueusee´tantrecouvertesparunemonocouchedelipidesexposantleschaıˆneshydrocarbone´esverslaphasee´ther.L’e´vaporationlentedel’e´theraboutita`laformationdeliposomesunilamellaires[13].Lesliposomespeuventeˆtrealorstrie´sselonleurtailleparﬁltrationsurunemembranedepolycarbonate.Cetteme´thodepermetdepre´parerdegrandesquantite´sdeliposomesa`desconcentra-tionse´leve´es,supe´rieuresa`15mg/mL.
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Liposomesge´antsouGUV
L’hydratationd’unﬁlmdelipidessecde´pose´surunsubstratestaccompagne´e,enl’absenced’agitation,dugonﬂementdelaphaselipidiqueetdelaformationdeliposomesdetre`sgrandetaille,allantjusqu’a`plusieurscentainesde
m
m.LaformationdeGUVsouschampe´lectriquealternatif,oue´lectroformationdeGUV,constitueuneapprochelargementutilise´e[14].Enraisondeleurtaille,prochedecelledescellules,lesliposomesge´antssontdevenusdessyste`mestre`spopulairespourl’e´tudebiophysiquedeprocessusmembranairescomplexes,enparticuliervialesmultiplesme´thodesdel’optique.
3.
1.
2.Proprie´te´sdesliposomes
Lesproprie´te´sdesliposomessontenpremierlieulereﬂetdesproprie´te´sdeslipideslescomposantetdeleursassemblages.Enraisondeleursimplicite´depre´parationetdemanipulation,lesliposomesconstituentdessyste`mesmode`lesdechoixpourl’e´tudedesassemblageslipidiquesetdesmembranes.L’e´tudedesproprie´te´sphysiquesetphysico-chimiquesdecessyste`mesparlesme´thodesdelaphysiqueoccupeunelargeplacedudomainedelabiophysiquemembranaire.Citonsentreautreslese´tudesportantsurlesrelationsentrecompositionlipidiqueetnaturedesphaseslipidiques,surladynamiquedesmembranes,surlesproprie´-te´sdeperme´abilite´,etc.Cesquestionsontfaitl’objetdenombreuxouvragesetneserontpasde´veloppe´esici.
3.
2.MonocouchesdeLangmuir
LesmonocouchesdeLangmuirsontdesﬁlmsmonomole´culairesorganise´s,forme´sdemole´culesamphiphilesoriente´esa`uneinterfaceair/eau.Cesontdesmode`lesmembranairesrepre´sentantundemi-feuilletd’unemembranebiologique.
3.
2.
1.Formationd’unemonocoucheinsolubledeLangmuir
Laformationd’unemonocouche(insoluble)deLangmuirde´penddelanatureamphipathiquedesmole´culesformantleﬁlmetdesproprie´te´sthermodynamiquesparticulie`resdel’interfaceair/eau.A`lasurfaced’unliquide,ilexisteunexce`sd’e´nergielibreproduitparladiffe´renced’environnemententrelesmole´culesdesurfaceetcellesensolution.Dansl’eau,l’e´tablissementdesliaisonshydroge`neconduita`laformationd’unre´seaubiende´ﬁnietlesforcesdecohe´sionmole´-culairessonte´quivalentesdanstouteslesdirections(ﬁgure2.14).A`l’interface,cete´quilibreestrompu.Laforced’attractionquitenda`attirerlesmole´culesa`l’inte´rieurduliquideeta`diminuersasurfacelibren’estpluscontrebalance´e.Enconse´quence,lesforcesdecohe´sionlate´raleentrelesmole´culespre´sentesa`lasurfacedel’eausontrenforce´es,cre´antainsiunexce`sd’e´nergielibre[15,16].Cre´eruneinterfacecouˆtedoncunee´nergiedesurface,proportionnellea`l’airedelasurface,nomme´e
tensionsuperﬁcielle
ou
tensiondesurface
,note´e
g
.Quanddesmole´culesamphiphilesdissoutesdansunsolvantnonmisciblea`l’eau(commeparexemplelechloroforme)sontde´pose´esa`lasurfacedel’eau,lesforcesdedispersionduesa`latensionsuperﬁciellepermettentl’e´talementrapidedelasolutionquicouvreainsitoutelasurfacedisponible.Latensionsuperﬁciellepeut

      

    

  
    
      
        
    

      

    

  
    
      
        
    

      

    

  
    
      
        
   
   “doc”—2007/7/30—18:46—page69—#67
2.ASSEMBLAGESPROTÉO-LIPIDIQUESETNANOSTRUCTURESBIOMIMÉTIQUES
69
mole´culesresteinchange´pendantlacompression.Onpeutdonccalculera`toutinstantl’airemoyenneoccupe´eparunemole´culea`lasurfacedel’eau.Cetteaire,correspondanta`l’
airemole´culaire
(A),estobtenueendivisantlasurfacetotaleoccupe´eparleﬁlmparlenombretotaldemole´culesde´pose´es.Elleestge´ne´ralementexprime´eennm
2
/mole´cule.Lesuividelavariationdelapressiondesurfaceenfonctiondel’airemole´culairepermetdetracerl’isotherme(
p
-A)delamonocouche,courammentappele´e
isothermedeLangmuir
(ﬁgure2.16).
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Figure2.16.
Isothermesschématiquesd’unemonocouchedeLangmuirforméedephospholipidesoud’acidesgrasàlonguechaîne.Laformeglobaledel’isothermedépenddedifférentsparamètresdontlatempératuredelasous-phase,ledegréd’insaturationetlalongueurdelaoudeschaîneshydrocarbonées,l’encombrementspatialdelatêtepolaire,laprésencedesselsdanslaphaseaqueuse.Defaçongénérale,unediminutiondelatempératureouuneaugmentationdelalongueurdeschaîneshydrocarbonéesrenforcelesinteractionsentremoléculesetfavoriselaformationdemonocouchecondensée.Àl’inverse,uneaugmentationdelatempérature,unediminutiondelalongueurdeschaînesouleurinsaturationfavorisel’apparitiondedésordres(conformationgauche)quiconduitàlaformationdemonocoucheenphaseﬂuide.Pourunediscussiondétailléesurlesisothermes
p
-A,lelecteurpourrautilementseréférerauxdifférentsouvragesetrevuesderéférence[15,17-20].
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Demanie`rege´ne´rale,l’isothermedeLangmuirrenseignesurlesproprie´te´sinter-facialesduﬁlm.Ellere´ve`lelesdiffe´rentse´tatsou
phases
quipeuventexisterdansunemonocouchelipidique(dansdesconditionsphysico-chimiquesdonne´es),ainsiquelesdiffe´rentestransitionsdephasequipeuventinterveniraucoursdelacom-pression.Ellefournitdesinformationssurlesre´orientationsetleschangementsconformationnelsdesmole´culesdansunsyste`mea`deuxdimensions.Elleinformee´galementsurlastabilite´etlapurete´delamonocouche[18].Lesdiffe´rentesphasesobtenuesdanslesmonocouchescorrespondenta`desdegre´sdiffe´rentsd’organisationdesmole´culesa`lasurfacedel’eau,re´sultantdesforcesd’interactionsmole´culairesquiinterviennentdansleﬁlm,etentreleﬁlmetlaphaseaqueuse.Ellessontidentiﬁablesparlesdiscontinuite´srencon-tre´essurl’isotherme.A`l’e´tatgazeux(G),obtenua`desairesmole´culairestre`sgrandes,lesforcesd’interactionsmole´culairessontfaibles.Leschaıˆneshydrocar-bone´esdesmole´culessontcouche´esa`lasurfacedel’eauetpre´sententungranddegre´deliberte´.Iln’existeaucunecohe´sionlate´raledansleﬁlm.Danslaphase
liquideexpanse´
,note´eLE,lamonocouchedevientcohe´rente,maislesmole´culesconserventuncertaindegre´deliberte´.L’e´tatliquideexpanse´corresponda`laphaseﬂuidedelamonocouche.Leschaıˆneshydrocarbone´espre´sententdesconforma-tions
gauches
etleurorientationestale´atoire.Aufureta`mesuredelacompres-sion,lesinteractionsmole´culairesserenforcentetleschaıˆnesseredressentparrapporta`lasurfacedel’eau.Lamonocoucheatteintune´tatcondense´.Lese´tatscondense´sd’unemonocouchecorrespondenta`laphase
liquidecondense´
,note´eLC,eta`laphase
solide
,note´eS.Auxe´tatscondense´s,lamono-couchepre´senteunefortecohe´sionlate´rale.Lesinteractionsentrelesqueueshydrophobessontmaximales.Leschaıˆnessontparfaitementorganise´esa`lasur-facedel’eau,enconformation
trans-zigzag
.Laformationdel’e´tatcondense´estlie´ea`lapossibilite´d’e´tablirentrechaıˆneslesforcesdeVanderWaals,quisontlesforcescohe´sivesdelamonocouche.Lesdeuxe´tatsdelamonocouchecondense´e(LCouS)correspondenta`dese´tatscristallins.Ilssedistinguentparl’inclinaisondeschaıˆneshydrocarbone´esparrapporta`lasurfacedel’eau.Danslaphasesolidedesmonocouchesd’acidegras,leschaıˆneshydrophobessontverticales.Lacompressionduﬁlmau-dela`desdimensionspropresdesmole´culesengendrele«
collapse
»delamonocouche,caracte´rise´parlaformationdemulticouchesa`lasurfacedel’eauetlaperteducaracte`rebidimensionnelduﬁlmmonomole´culaire.Lecomportementinterfaciald’unemonocouchede´penddesproprie´te´sdesmole´culesquilacomposent(longueuretdegre´d’insaturationdeschaıˆneshydro-carbone´es,encombrementdelateˆtepolaire)etdesconditionsexpe´rimentales(tempe´rature,compositiondelasous-phase,pH,forceionique).Selonlanaturedelamole´culeamphiphileetlesconditionsphysico-chimiques,touteslesphasesn’apparaissentpas.Latransitiondirectedelaphasegazeusea`laphaseliquidecondense´estsouventobserve´esurlesisothermesdesmonocouchesd’acidesgrasa`longuechaıˆne.Demeˆme,latransitiondephaseentrelaphaseliquideexpanse´LEetlaphaseliquidecondense´LC,note´eLE-LC,apparaıˆtleplussouventsurlesiso-thermesdesmonocouchesdephospholipides.A`latransitionLE-LC,desdomainesdephasecondense´e(LC)apparaissentdanslamonocouchea`l’e´tatﬂuide(LE).Cettecoexistencedephasespeuteˆtredirectementvisualise´edanslamono-coucheparmicroscopiea`l’angledeBrewster(voirlechapitre9,paragraphe5)ouparmicroscopiedeﬂuorescence,apre`sincorporationd’unesondelipidique
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ﬂuorescentedansleﬁlm(lapartitiondelasondeentrelaphaseﬂuideetlaphasecondense´epermetdevisualiserlesdomaineslipidiques).A`titred’exemple,laﬁgure2.17montrel’agre´gationdesmole´culesetl’apparitiondesdomainescondense´sdansunemonocouchemode`lededipalmitoylphosphatidylcholine(DPPC)lorsdesacompression.L’ave`nementdecestechniquesdecaracte´risationdesmonocouchesdirectementa`l’interfaceair/eauapermisd’e´tudierl’agre´-gationetlamorphologiedesdomainescondense´senfonctiondesconditionsphysico-chimiques(tempe´rature,forceionique,chiralite´desmole´cules)oulorsdel’interactiond’unemole´culeaveclamonocouche(voirleparagraphe3.2.3).Cestechniquessontactuellementenpleind’essorpourl’e´tudedelaformationoudelareconstitutiondesmicrodomainesdesmembranesbiologiques.
6050403020100020406080100120Aire moléculaire (Å
2
/molécule)
Pression de surface (mN/m)
LCLE/LCLELG
100
μ
m1/50
e
Figure2.17.
Formationdedomainescondensés(enclair)lorsdelacompressiond’unemonocouchededipalmitoyl-phosphatidylcholine(DPPC).Lesobservationssontréaliséesenmicroscopieàl’angledeBrewster[21,22].Deparleurabondancedanslesmembranesbiologiques,lesphosphatidylcholinessontsouventprisespourmodèledanslessystèmesd’étudedesmembranesbiologiques.(Température:20
C).
3.
2.
3.Inte´reˆtsdesmonocouchesdeLangmuir
LesmonocouchesdeLangmuirconstituentdesmode`lesmembranairesquiuti-lisentlesproprie´te´sd’auto-associationdesmole´culeslipidiquesamphipathiquesa`l’interfaceair-eau.Leurprincipalavantagere´sidedanslapossibilite´d’obtenirune´tatparfaitementorganise´a`lasurfacedel’eauetdepouvoircontroˆlercete´tatd’agre´gationenfonctiondelapressiondesurfaceimpose´e.Danslesecteurdesnanobiotechnologies,l’inte´reˆtdesmonocouchesdeLangmuirestdouble.D’unepart,ellespermettentdeformerdesbicoucheslipidiquessupporte´esapre`stransfertdelamonocouchesurunsupportsolide(voirleparagraphe3.3.3);d’autrepart,ellessepreˆtenta`l’e´tudedesinteractionslipides/prote´ines,oudemacromole´culesenge´ne´ral.Eneffet,unemole´cule(prote´ine,peptide)peuteˆtreinjecte´edanslaphaseaqueusesouslamonocouche.Soninsertiondansle
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a)b)
Aire
Figure2.18.
Étudedel’interactiond’uneprotéineoud’unpeptideàl’aidedesmonocouchesdephospholipides.L’insertiond’unepro-téineoud’unpeptidedanslamonocouches’accompagne,soitd’uneaugmentationdelapressionsuperﬁcielle(a:surfaceconstante),soitd’uneaugmentationd’aire(b:pressionconstante).Lesuividel’augmentationdepressiondesurfaceàdifférentespressionsinitialespermetdedéterminerlapressiond’exclusiondelapro-téine(pressionmaximaleàpartirdelaquellelaprotéinenepeutpluspénétrerdanslamonocouche[27]).Lesuividel’augmenta-tiond’aireaprèsinjectionàdifférentespressionsinitialespermetd’estimerl’airemoléculaireapparentedelamoléculeayantpéné-trédanslamonocouche(sietseulementsilavariationobtenueestproportionnelleàlaquantitéinjectée,cequipeutêtrelecaspourdesmesuresàfaiblespressionsdesurface[24]).Lamesuredelapressiond’exclusioncorrespondàlaméthodelaplussimplepourcaractériserl’insertiond’uneprotéinedansunemembranelipidiqueetdéterminersaspéciﬁcitévis-à-visdelanaturedulipideconsti-tuantlamonocouche.Lacomparaisondelapressiond’exclusionàcellegénéralementadmisepourcorrespondreàlapressionlaté-raleinternedesmembranesbiologiques(30-35mN/mselonleurcomposition[28])permetd’évaluerlacapacitéd’intégrationdelaprotéinedanslamembrane.
ﬁlminterfacial,indicationd’uneinteraction,s’accom-pagned’uneaugmentationdepressionsuperﬁcielle,silasur-faceestmaintenueconstante(ﬁgure2.18a),oud’uneaug-mentationdesurface,silapressionsuperﬁcielleestmain-tenueconstante(ﬁgure2.18b)[23-27].Cettetopographiepermetdesimuler,dansdesconditionsprochesdelare´a-lite´,dessituationsbiologiques,cequisepassequandunemole´culehydrosolubledanslemilieuextra-(ouintra-)cel-lulaire(peptide,prote´inescytoplasmiques,hormones...)interagita`lasurfacedelamembranedelacellule(oudel’organite)cible.Parrapporta`d’autressys-te`mesmembranairesmode`les,commelesve´sicules(voirleparagraphe3.1)oules
BLM
(bicoucheslipidiquesmaintenuesa`traversunori-ﬁcese´parantdeuxcomparti-mentsaqueux,voirlepara-graphe3.5),touslespara-me`tresphysico-chimiquesdecesyste`med’e´tude,telsquelanatureduphospholipide(touslesphospholipidesnesepreˆtentpasa`laformationdeve´sicules),sone´tatd’agre´gation,lacompositiondelasous-phase(forceionique,pH)oulatempe´rature,sontrigoureusementcontroˆle´setpeuventeˆtrefacilementmodiﬁe´s[29].Graˆcea`lage´ome´trieplanedesmonocouches,touteslesmole´culesformantleﬁlmontuneorientationspe´ci-ﬁquede´ﬁnie(absencederayondecourburequiimposedescontraintesauniveaudelateˆtepolaire).L’utilisationdecesyste`mebidimensionnelparfaitementde´ﬁnipermetdonc,pardesmesuresrelativementsimples,d’e´tudierlesinteractionsdemacromole´cules,prote´inesoupeptidessolublesextrinse`ques,avecunecouchelipidiquemonomole´culairecorrespondanta`undemi-feuilletmembranaire.Cesyste`mepermete´galementd’e´tudierl’interactiondeprote´inesmembranairesoua`piedd’ancrage,maisdanscecontexte,cemode`led’e´tudeaseslimitespuisqu’iln’estpascompatibleaveclanaturebicouchedelamembranebiologiquequipeuteˆtreindispensablea`l’insertiondesprote´inesintrinse`ques.
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Bienquelese´tudesdesinteractionslipides/prote´inestrouventuninte´reˆtessen-tiellementdanslecadredese´tudesdesrelationsstructure/fonctiondelamembranebiologique,cetyped’approchepeutconduirea`laformationdemonocouchesmixtes,inse´rantdesmacromole´culesparauto-associationaveclefeuilletlipidique.L’obtentiondemonocouchesprote´o-lipidiquesa`l’e´tatcondense´permet,apre`stransfertsursupportsolide,dere´aliserdesarrangementssupramo-le´culaires(voirleparagraphe4.1)etdede´velopperdesmembranesbiomime´tiquessupporte´es,quipourrontservir,danslecadredesnanobiotechnologies,a`lafonc-tionnalisationdesurfacesetaude´veloppementdecapteursbiomime´tiques(voirleparagraphe5.1).
3.
3.Membranessupportées
3.
3.
1.Bicoucheslipidiquessupporte´es
Lesbicoucheslipidiquesforme´essurunsupportsolide,appele´esbicoucheslipi-diquessupporte´esousimplementbicouchessupporte´es,constituentunmode`ledemembranestre`spopulaireactuellement.L’inte´reˆtdecessyste`mesenrecherchefondamentaleestdirectementrelie´aunombregrandissantdeme´thodesphysico-chimiquespermettantd’e´tudierlesphe´nome`nesauxinterfaces.Cessyste`mespre´-sententd’autrepartdenombreusesapplicationspotentiellesenbiotechnologie.Lesme´thodeslesplusutilise´espourlapre´parationdebicouchessupporte´essontlede´poˆtdeliposomes,letransfertdetypeLangmuir-Blodgett,lacombinaisondecesme´thodesouencorelamodiﬁcationdesurfacesuiviedelarupturedelipo-somes.LesﬁlmsdeLangmuir-Blodgettsonttraite´sauparagraphe3.3.3.Lesbicoucheslipidiquessupporte´esobtenuesparde´poˆtdeliposomessontappe-le´escommune´mentSPBouSLB,pour«
SupportedPhospholipidBilayers
»ou«
SupportedLipidBilayers
».Nousutiliseronsiciletermeplusge´ne´raldeSLB.LesSLBonte´te´introduitscommesyste`memode`ledemembranesbiologiquesaumilieudesanne´es1980lorsqu’ilae´te´observe´quedetellesstructuresseformentspontane´mentlorsquedessuspensionsdeliposomesoudemembranesbiologiquessontde´pose´essurdeslamellesdeverre[30].Unensembleconside´rabledetravauxonte´te´consacre´sdepuisa`l’e´tudedecessyste`mes[31-33].Notrecompre´hensiondesprocessusimplique´sdanslede´poˆtdeve´siculeslipidiquesetlaformationdeSLB(ﬁgure2.19)s’estconside´rablementame´liore´ere´cemment,enparticuliergraˆcea`l’ave`nementd’unensembledeme´thodespermettantdecaracte´riserdemanie`retre`sde´taille´elesprocessusmole´culairesdesurface.Cesme´thodessontprincipalementdedeuxtypes:d’unepartdesme´thodesphysico-chimiques«d’ensemble»permettantdesuivreentempsre´ell’adsorptiondemole´culessurunsubstrat,dede´terminerunensembledegrandeursthermody-
namiquesetcine´tiques,etpourcertainesd’entreellesdere´ve´lerleschangementsdeconformationassocie´sa`latransitionentreve´siculesetbicouche.Parmicesme´thodes,lesplusutilise´essontlamicrobalancea`cristaldequartzavecmesuredeladissipation(QCM-D),l’ellipsome´trieetlare´sonancedeplasmonsdesur-face(SPR).D’autrepart,lesme´thodesd’imagerie,principalementlamicroscopiedeforceatomique(AFM)etlesmultiplesme´thodesdeﬂuorescence,commeleFRAP(«
FluorescenceRecoveringAfterPhotobleaching
»),leTIRF(«
TotalInternalReﬂectionFluorescence»
),leFCS(«
FluorescenceCorrelationSpectroscopy
»),etc.,
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ontgrandementcontribue´a`fourniruneinformationstructuralelocale,jusqu’a`l’e´chelledelamole´cule,oudelave´sicule,unique,surlesprocessusd’adsorption,lestransitionsentreve´siculesetbicoucheouladynamiquedesSLB.
a)b)c)d)
Figure2.19.
Mécanismesderupturedeliposomessursupportsolide.
a)
Rupturespontanéedesvésiculesindivi-duellesinduiteparleurdéformation.
b)
Fusiondevésiculessuivieparleurrupture.
c)
Lebord«actif»d’undomainebicoucheinduitlaruptured’unevésiculevoisine.
d)
Actioncoopérativedeplusieursvésiculesaboutissantàlarupture,àunedensitédecouverturelocalecritique,d’unepremièrevésiculeentraînantlaruptureencascadedesvésiculesvoisines[33].
L’adsorptiondesliposomes,leurde´formation,leurfusion,leurruptureendomainesdetypebicoucheetlacoalescencedecesdomainesenunebicouchecontinuedegrandetaillede´pourvuedede´fautsconstituentdesinterme´diairesidentiﬁe´sdansleprocessusdeformationdeSLBsursupportsolide.Ilestmaintenante´tabliquelade´compositionspontane´edeve´siculeslipidiquessursupportsolidehydrophileneconstituepasunsce´nariounique.Plusieurse´tudesreportentdesexemplesou`l’adsorptiondeve´siculesn’estpassuiviedeleurrup-ture[34-36].Cettedernie`resituationestd’ailleursquasimentlanormedanslecasdemembranesbiologiquesnatives,lapre´sencedeprote´inesmembranairesagissantcommefreina`l’adhe´siondesfragmentsmembranaireseta`leurde´forma-tion[37,38].L’adsorptiondesliposomesetlaformationdeSLBsontdesprocessuslargementdomine´spardesinteractionsdenaturee´lectrostatique[34,36,39-41].Quatresce´nariosprincipauxsontobserve´slorsquedesliposomes(SUV,EUV,LUV)sontmisenpre´sencedesupportsdesilice(SiO
2
),demica,d’oxydedetitane(TiO
2
)oudeverre(ﬁgure2.20).Letypedesce´narioobserve´de´penddelabalancedesinter-actionsenjeu,entreve´siculesetsupport,entreve´sicules,etentremole´culesdelipideauseind’uneve´sicule.A`forteattraction,lesve´siculesindividuellesrompentspontane´mentetsetransformentendomainesdetypebicouche,lacoalescencedecesdomainesaboutissanta`laformationd’unebicouchesupporte´econtinue(ﬁgure2.20,sce´narioA).A`fortere´pulsion,lesve´siculesnes’adsorbentpassurlesupport(ﬁgure2.20,sce´narioD).Deuxcassonta`distinguerpourdessituationsinterme´diaires.A`re´pulsionmode´re´e,lesve´siculesnerompentpasetunemono-couchedeve´siculeslipidiquesestobtenue(ﬁgure2.20,sce´narioC).A`attractionmode´re´e,l’adsorptiondesve´siculesn’estsuiviedeleurrupturecoope´rativequelorsqueladensite´deve´siculesadsorbe´esatteintunedensite´critique,apre`squoiunebicouchesupporte´econtinueetsansde´fautcouvreentie`rementlasurface
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(ﬁgure2.20,sce´narioB).Cesche´maestglobalementvalablepourlasilice,lemica,l’oxydedetitaneetleverre,quisonttousdessupportshydrophilescharge´sne´gativement[36,41,42].
Absenced’adsorptionCouche vésiculairesupportéeBicouche lipidiquesupportéeCharge de vésicules lipidiques
0
DCBA
Figure2.20.
Schémadesprincipauxscénariosobservéslorsdudépôtdevésiculeslipidiquessursupportsolide(adaptédeRichteretal.[36]).
A)
Rupturespontanéedesvésicules.
B)
Adsorptiondesvésiculessuivie,àunedensitédecouverturelocalecritique,parunprocessusderuptureencascade.LesscénariosAetBaboutissentàlaformationd’unebicouchesupportée.
C)
Formationd’unemonocouchedevésicules.
D)
Absenced’adsorption.
Cesre´sultatsre´sultentenmajeurepartied’e´tudesre´alise´esconjointementparQCM-DetAFM,me´thodespermettantdecaracte´riserlesprocessusd’adsorptionetdechangementdeconformationa`desre´solutionsinaccessiblesauparavant[35,36,41,43-45].Lame´thodeQCM-D[46](voirlechapitre9,paragraphe6)permetdere´ve´lerlatransitionentreve´siculeadsorbe´eetdomainedetypebicouche,etestparconse´quentparticulie`rementbienadapte´ea`cetteproble´matique(ﬁgure2.21).L’AFMpermetquanta`elledesuivreendirectl’adsorptiondesve´sicules,leurrupture,ladynamiquedesdomaineslipidiques,lacoalescencedecesdomainesainsiquelapre´sencedede´fauts(ﬁgure2.22).Lacombinaisondeplusieursme´thodesd’investigationa`l’e´tuded’unmeˆmepro-cessus,commeicilaformationdebicouchessupporte´es,estuneapprochelarge-mentapplique´edansledomainedesnanotechnologies.Ilfautcependantremar-querquelesme´thodesdecaracte´risationnesontfre´quemmentapplicablesqu’a`unnombrerestreintdesupports;ainsilaSPRne´cessitedessupportsenor,alorsquel’AFMne´cessitedessupportsplanstelsquelemicaoulesilicium.Ilestparconse´quentimportantdenepasextrapolerlesconclusionsobtenuessurunsub-stratdonne´a`d’autressubstrats,tantlanaturedusupport–compositionchi-mique,charge,rugosite´,hydrophilie,etc.–joueunroˆlede´terminantpourungrandnombredeprocessuse´tudie´s.L’inﬂuencedefacteurschimiquesetphysico-chimiques–compositiondesve´si-cules,e´tatphysiquedeslipides,tempe´rature,tailledesliposomes,forceionique,pH,etc.–surlaformationdebicouchessupporte´esae´te´largemente´tudie´e
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10–20–40–602100
F (Hz)
D (10
6
)
RinçageRinçageRinçage00501001505101505101505101520Temps (min)
A)
DOTAP
B)
DOPC/DOPS (1:1)
C)
DOPC/DOPS (4:1)
D)
DOPC/DOPS (1:2)
Figure2.21.
Dépôtdevésiculeslipidiquessursupportdesilice,parQCM-D(adaptédeRichter
etal.
[36]).LaméthodeQCM-Dpermetdemesurerentempsréell’adsorptiondecomposéssurlasurfaced’uncapteurdequartz.Lesvariationsdelafréquencederésonanceducapteur(
D
F)etdeladissipation(
D
D)permettentrespectivementdedéterminerlamassedel’adsorbatetdecaractériserlanaturevisco-élastiqueducouplageentrel’adsorbatetlesupport.Lasensibilitédelamesureestenviron10ng/cm
2
etlarésolutiontemporelleestdel’ordredelaseconde.LesSUVutiliséesprésententlescompositionsetchargesnettessuivantes(àpHneutre):
A)
DOTAP:chargenettepositive;
C,B,D)
DOPC:DOPS(4:1),(1:1),(1:2):chargesnettesnégativescroissantes.
A)
LesSUVdeDOTAPs’adsorbentetsedécomposentinstantanément,aboutissantàlaformationd’uneSLB.
C)
LesSUVdeDOPC:DOPS(4:1,w/w)s’adsorbentjusqu’àunecertainedensitécritique,au-delàdelaquelleellessetransformentendomainesdetypebicouchequicoalescentetformentuneSLB.
B)
LesSUVdeDOPC:DOPS(1:1)s’adsorbentetrestentintactes,formantunemonocouchedevésicules.
D)
LesSUVdeDOPC:DOPS(1:2)nes’adsorbentpassurlesupportdesilice.DOTAP:dioléoyltriméthylammoniumpropane;DOPC:dioléoylphosphatidylcholine;DOPS:dioléoylphosphatidylsérine.
[35,44,45,47].Lade´formationdesve´sicules,leurruptureetlaformationdesbicouchessupporte´essontdesprocessusdomine´sparlesinteractionsdenaturee´lectrostatique,principalemententrelesve´siculesetlesupportsolide.Plusieurse´tudesontmisenavantleroˆleclefjoue´parlesionscalciumetleslipidescharge´sne´gativementdanslaformationdesSLB[34w-36,42].Ainsi,alorsqu’ilae´te´longtempsconside´re´quel’oxydedetitanee´taitunsupportou`lesve´siculesnesetransformaientpasenbicouche,surlabased’expe´riencesre´alise´esavecdeslipidesneutrescommeleDOPC,destravauxre´centsontclairementde´montre´laforma-tiondebicouchesupporte´esuroxydedetitanea`partirdeliposomescontenantduDOPS,lipidecharge´ne´gativement,enpre´senced’ionscalcium[33,42].Ilestcommune´mentadmisqu’unecouched’eaud’una`quelquesnmd’e´paisseurse´parelesupportdelabicouchelipidique[48].Silanaturedesinteractionsentresupportetbicoucheslipidiquesestencorelargementinconnue,ilae´te´re´cemmentmontre´quelanaturedusupportpeutinﬂuencerladistributiondeslipidesdanslesdeuxfeuilletsd’unebicouche[49].AlorsqueleDOPSsedistribuedemanie`resyme´triquesurlesdeuxfeuilletsd’uneSLBsursupportdesilice,ladistributionduDOPSestfortementasyme´triquesursupportsdemicaoud’oxydedetitane[50].L’analyseparAFMdelastabilite´desve´siculeslipidiquesadsorbe´espermetdedis-tinguerplusieurssituations,enfonctiondelanaturedusupportetdeslipides.Lesve´siculespeuventsoitserompreinstantane´ment(casdeSUVDOTAPsursilice,voirlaﬁgure2.20A),soitresterstablessurdespe´riodesdeplusieursjours(casde
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Figure2.22.
ImagesAFMd’étatsintermédiairesobservéslorsdelaformationd’unebicouchesupportée(adaptédeRichter
etal.
[36],avecl’autorisationduBiophysicalJournal).Lesupportdesiliceestexposéàdesquantitéscrois-santesdeSUVcomposéesdeDOPC:DOPS(4:1).
1)
Vésiculesindividuellesadsorbées;dansl’encadré,histogrammed’unevésiculede12nmdehauteuret25nmdelargeur.
2)
Hautedensitédevésicules.
3)
Plusieursdomainesdetypebicouchesesontformésetcoexistentavecdesvésiculesintactes.
4)
Bicouchesupportéecouvrantentièrementlesupport.Tailledesimages:2
m
m;échelledehauteur:50nm.
SUVDOPC:DOPS(1:1)sursilice,voirlaﬁgure2.20C),maise´galementserompreavecunecine´tiquedel’ordredel’heure(casdeSUVDOPC:DOPS(4:1)surmica[50]).Cederniercasestcertainementa`reliera`l’anisotropiededistributiondeslipides,sugge´rantqu’unme´canismedetype«ﬂip-ﬂop»estresponsabledecetteasyme´trie[33,50].Enconclusion,lesprocessusimplique´sdanslaformationdebicoucheslipidiquessursupportsolidecommencenta`eˆtrede´crypte´s.Lese´tudesa`venirpermettrontdepre´ciserlanatureexactedesforcesquis’exercentsurlesve´sicules,menanta`leurruptureeta`laformationdesbicouchessupporte´es.
3.
3.
2.Nanostructurationdesurfacespardesbicoucheslipidiquessupporte´es
Lede´veloppementdesyste`mesminiaturise´sdetypepuce–a`ADN,prote´inesoucellules–estaucentredenombreusesrecherchesenraisondesapplicationsbio-technologiquesdecessyste`mes.Diversesme´thodesdestructurationdesurface,incluantlaphotolithographie,l’impressionparcontact(
m
-
contactprinting
),lede´poˆtdenanogouttes,ainsiquediversesapprocheschimiques,onte´te´re´cemmentde´veloppe´es.
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Lastructurationdesurfacea`l’aidedebicoucheslipidiquessupporte´esae´te´re´a-lise´e,tirantavantagedeladiffe´rencedecomportementdecertainssupportsvis-a`-visdel’adhe´siondeve´siculesetdelaformationdebicouchesupporte´e[42,51](ﬁgure2.23).
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Figure2.23.
Nanostructurationdesubstratsaumoyendebicouchessupportées.Reproduitavecautorisationd’après[42].Copyright2005,AmericanChemicalSociety.
A)
LorsquedesvésiculescontenantunmélangedeDOPCetDOPSsontadditionnéesenl’absencedeCa
2+
àdessubstratsprésentantlajuxtapositiondezonesdesiliceetd’oxydedetitane,unebicoucheseformesurlasilicealorsquelesvésiculesnes’adsorbentpassurl’oxydedetitane.
B)
EnprésencedeCa
2+
,lesvésiculescontenantduDOPSformentunebicouchesurleszonesd’oxydedetitane.
C)
Imagedemicroscopiedeﬂuorescencemontrantlaprésencededeuxtypesdebicouche;marquageauTRITC(rouge)surletitaneetauNBD(vert)surlasilice.
D)
Schémamontrantl’additiondedifférentsgroupesfonctionnels-biotine,Ni-NTA-danslesbicouches.
E)
ImagesdemicroscopiedeﬂuorescencemontrantlaliaisondelaprotéineGFP(vert)viauneétiquettehistidineàunebicouchecontenantdeslipidesNi-NTAsurleszonesd’oxydedetitane;leszonesﬂuorescentesrougescorrespondentàdesvésicules,contenantunlipideﬂuorescent,immobiliséesvialastreptavidineàunebicouchebiotinylée.Voirlecahiercouleursaumilieudel’ouvrage.
3.
3.
3.FilmsdeLangmuir-Blodgett(LB)
LatechniquedeLangmuir-Blodgettae´te´invente´een1935parI.LangmuiretK.Blodgett[52,53],quieurentl’ide´edepre´leverlesﬁlmsmonomole´culairesforme´sa`lasurfacedel’eaupourlestransfe´rersurunesurfacesolide.Depuis,cettetechniquealargemente´te´de´veloppe´eetelleconstitueaujourd’huil’unedestechniquesd’inge´nieriesupramole´culairepermettantlede´poˆtdeﬁlmminceou`l’onpeutcontroˆlerl’orientationetl’e´paisseurduﬁlm.LatechniquedeLangmuir-Blodgett(LB)permetnotammentdepre´parerdesempilementslipidiques,avecuncontroˆlerigoureuxdel’e´paisseur(del’ordredunanome`tre)etdel’organisationmole´culaire.
PrincipeetavantagesdelatechniquedeLangmuir-Blodgett
Cettetechniqueestbase´esurlaproprie´te´desmole´culesamphiphilesinsolubles,commeleslipides,lesphospholipidesoulesglycolipides,a`formerunﬁlmmono-mole´culaireorganise´a`l’interfaceair-eau(voirleparagraphe3.2).Lorsqueceﬁlm
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transfe`rentpastoujoursfacilementetlesstructuresproduitessurdessupportshydrophilesnesontpastoujoursparfaitementdetypeY.A`causedelaforteafﬁnite´desteˆtespolairespourlesmilieuxaqueux,iln’estpasrarequelapremie`recouchetransfe´re´ea`laremonte´edusupportsere´e´talea`lasurfacedel’eaulorsquelesupportretraversel’interfacea`l’immersion.Demeˆme,apre`sde´poˆtdequelquescouches,l’efﬁcacite´detransfertpeutdiminueretlesforcesd’interactionquis’e´tablissententreladernie`recouchetransfe´re´eetleﬁlminterfacialnesontpastoujourssufﬁsantespour«arracher»lamonocouchedelasurfacedel’eau.Cepen-dant,lesphospholipidesquipre´sententuneteˆtepolairededimensionre´duite,commel’acidephosphatidique(voirlaﬁgure2.2a),formentge´ne´ralementdesempilementsenbicoucheavecunbontauxderecouvrement[56,57].L’ajoutdecationsdivalentsdanslaphaseaqueuseouleme´langedephospholipidesentreeux,ouavecdesacidesgras,permetge´ne´ralementd’ame´liorerl’efﬁcacite´detransfertdesﬁlmsphospholipidiques.Delameˆmefac¸on,untraitementdesurfacecommenotammentl’oxydationdesurface,lede´poˆtd’uneﬁnecouchedeme´taloudeﬁlmslipidiquesLBconstitue´sd’acidesgras,peutrenforcerl’interactiondelapremie`recouchetransfe´re´eaveclesupportete´vitersonre´e´talement.Ge´ne´-ralement,l’utilisationd’unsubstrattre`shydrophilepermetdecontrebalancerlaforteafﬁnite´desteˆtespolairespourleursupportaqueuxetfavorisel’adhe´siondelapremie`recouche.A`cete´gard,lesiliciumestunsupportade´quatpourformerdesbicouchesphos-pholipidiquesdebonnequalite´[58].Lesproprie´te´sdesurfacedecetypedemate´-riaupermettent,pareffetcondensant,derenforcerl’adhe´siondesmole´culesetdefavoriserleurorientation(parrapporta`lasurfacedusupport)pourquelesinteractionsaveclacouchesuivantepuissents’e´tablirfavorablementetfaciliterletransfert.Surcetypedesupport,ilestpossibledetransfe´rerjusqu’a`21couchesd’acidedipalmitoylphosphatidiqueetjusqu’a`5coucheslorsqu’ilestme´lange´avecdeladipalmitoylphosphatidylcholine[58].Poure´viterlede´-transfertdelapre-mie`recouche,TammetMcConnell[59]ontpropose´en1985uneapprochecombi-ne
´epoure´laborerdesbicoucheslipidiquessurunsupporthydrophile(ﬁgure2.26).Danscetteme´thode,lapremie`recoucheestde´pose´epartransfertverticaldeLangmuir-Blodgett.Lesupportestensuiteretourne´a`90
etapproche´horizon-talementa`lasurfacedelamonocouche.Lapousse´edusupportautraversdel’in-terfacepermetlede´poˆtdelasecondecouche(transferthorizontaldeLangmuir-Schaefer).Apre`stransfert,labicouchesetrouveimmerge´edanslaphaseaqueuse.
Bicouchesasyme´triques
LatechniquedeLangmuir-Blodgettpermetdepre´parerdesbicouchesasy-me´triques,quel’onappelle
couchesalterne´es
.Danslescouchesalterne´es,lacompositiondechaquefeuilletlipidiqueestdiffe´rente.Cescouchessontobtenuesparpassagessuccessifsdusupporta`traversdesmonocouchesdecom-positiondiffe´rente(ﬁgure2.27).Cetypedecouchespermetdansunecertainemesuredereproduirelacompositionasyme´triquedesmembranesbiologiques.Eneffet,lacompositionlipidiquedufeuilletinterned’unemembranebiolo-giquediffe`releplussouventdecelledufeuilletexterne.A`titred’exemple,nouspouvonsciterlacompositiondelamembranedel’e´rythrocyte(globulerouge)humain.Lefeuilletinterneestenrichienphosphatidyle´thanolamines(voirlaﬁgure2.2c),phosphatidylinositols(voirlaﬁgure2.2d)etphosphatidylse´rines
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a)b)
Figure2.26.
Modededépositionmixted’unebicouchedephospholipidessursupportsolide.
a)
LapremièrecoucheestprélevéepartransfertverticaldeLangmuir-Blodgett.
b)
LasecondecoucheestdéposéepartransferthorizontalselonlaméthodedeLangmuir-Schaefer.Aprèstransfert,labicoucheestimmergéedanslaphaseaqueuse.
(voirlaﬁgure2.2e),alorsquelefeuilletexternecontientplusdephosphatidyl-cholines(voirlaﬁgure2.2b)etdesphingolipides(voirlaﬁgure2.5b)[60].Lesmembranesasyme´triquespeuventaussieˆtreproduitesparlame´thodecouple´edeLangmuir-BlodgettetdeLangmuir-Schaefer[61].Lesmembranesasyme´triquesforme´esparde´poˆtdeLangmuir-Blodgetttrouventactuellementunchampd’applicationdansl’e´tudedelase´parationdephaseetlaformationdesmicrodomaineslipidiquesmembranairesdansdesstructureslamellaires[62-66].Eneffet,lesmembranesbiologiquesnesontplusconside´re´esaujourd’huicommedessyste`mestotalementﬂuides,commel’avaitpropose´en1972SingeretNicolsonaveclemode`ledelamosaı¨queﬂuide[67].Deplusenplusd’e´videncesexpe´rimentalestendenta`montrerqu’ilexisteraitauseindecettestructureﬂuidedesmicrodomainesmembranairescondense´s,enrichisencholes-te´roletsphingolipides,appele´s«radeauxlipidiques»[68].Cesmicrodomainesjoueraientunroˆlecrucialdansdenombreusesfonctionscellulaires,commel’endocytose[68],latransductiondessignauxbiologiques[69-72]ouencorel’adressagemole´culaire(triettransportspe´ciﬁquedeslipidesetdesprote´inesa`deslocalisationspre´cisesdelamembraneplasmique)[73].L’e´tudedel’agre´gationdeslipidesetdesprote´inesconstitutivesdecesmicrodomaines,enmonocouchesa`l’interfaceair/eauouenbicouchesasyme´triquessupporte´es,permetaujour-d’huidemieuxcomprendrelesme´canismesdeformationetl’organisationdecesmicrodomaines.
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Tableau2.3.
Vuegénéraledestechniqueslespluspertinentespourlacaractérisationdelastructureetdel’organi-sationdesﬁlmsLB.
Techniques
Informationsdéduites
Ellipsometry
Déterminationdel’épaisseur(précision2Å)etdel’indicederéfraction.
Neutrondiffraction,neutronreﬂection
Informationstructurale,épaisseurglobaleduﬁlmLB,épaisseurmoyenned’unecouchemoléculaire.
X-raydiffraction
Épaisseurdesmulticouches,épaisseurd’unemonocouche,périodicitéentrelesplans,proﬁldedensitéélectroniquenormaleauplandusubstrat(arrangementmoléculaire:empilementtête-tête;queue-queue),struc-turecristallinedesﬁlmsLB(orientationdeschaîneshydrocarbonées,verticalesouinclinées).
GrazingIncidence-X-rayDiffraction(GIXD)
Informationssurlesparamètresduréseaumoléculairedansleplandelastructure(parallèleaufeuillet)etinclinaisondeschaîneshydrocarbonées.
Electrondiffraction
•
TransmissionElectronDiffraction(TED)
•
ReﬂectionHighEnergyElectronDiffrac-tion(RHEED)
•
LowEnergyElectronDiffraction(LEED)
•
Distancesintermoléculairesdansleplan,structurecristalline,défauts.
•
Informationsstructuralesdansleplan,directionetinclinaisondeschaînesaliphatiques.
•
Distancesentreleschaînes.
Infraredspectroscopy
•
PolarizedIRSpectroscopy,Infra-redReﬂectionAdsorptionSpectroscopy(IRRAS),AttenuatedTotalReﬂection–FourierTransformInfrared(ATR-FTIR)
•
Conformationdeschaîneshydrocarbonées,degréd’ionisationdelatêtepolaire,liaisonshydrogèneetchangementsstructuraux.
•
Organisationetinclinaisondeschaîneshydrocarbonées,orientationmoléculaire.
Surface-EnhancedRamanSpectroscopy(SERS)
Conformationdeschaînesalkylesetdelatêtepolaire,interactiondebio-moléculesaveclesﬁlmsLB.
•
X-rayPhotoelectronSpectroscopy(XPS)
•
ElectronSpectroscopyforChemicalAnalysis(ESCA)
Analysequantitativedelacompositionchimique.
Opticalmicroscopies
•
Nomarskidifferentialinterferencecontrastmicroscopy
•
FluorescenceNear-ﬁeldScanningOpti-calMicroscopy(FL-NSOM)
•
Visualisationdesdéfautscristallinsbiréfringents,différencedemarchedansl’épaisseuroptiqueduﬁlmLB(différenced’épaisseurentredeuxmonocouches)(précision30Å;résolutionlatérale1
m
m).
•
Orientationdesmolécules,morphologiedesdomaineslipidiques,défautsàlacirconférencedesdomaines,microcollapses(résolutionlaté-rale0,1
m
m).
Electronmicroscopies
•
ScanningElectronMicroscopy(SEM)
•
TransmissionElectronMicroscopy(TEM)(withshadowing,replication,silverdecorationandchargedecoration)
Morphologiedesurface,structuredesdomaineslipidiques,patterns,trousetdéfauts(domainescristallinsinhomogènes,microcollapses,...).Résolution:5nm(SEM);2nm(TEM).
ScanningTunnellingMicroscopy(STM)AtomicForceMicroscopy(AFM)
Topographiedesurface,morphologiedesdomaineslipidiques,visualisa-tiondesdéfauts(grains,trous,hétérogénéitélatérale,différencesd’incli-naison,etc.),organisationmoléculaire(résolutionlatérale0,2nm).
Pourdeplusamplesdétailssurcesdifférentestechniques,lelecteurpeutseréféreràdifférentsouvrages(Roberts[17],Ulman[18],Petty[19],Tredgold[75])etpublications(Peng
etal.
[172]pourleGIXD,Saint-PierreChazalet
etal.
[173]etHeywang
etal
.[174]pourleSERS,LeveretteetDluhy[175]pourleSERSetl’IRRAS,VandevyveretBarraud[176]pourlamicroscopie,Nomarski,DufrêneetLee[79],RiniaetdeKruijff[82],SanchezetBadia[177]etlechapitre7decelivrepourl’AFM,Cordero
etal.
[81],HollarsetDunn[178]pourleFL-NSOM).LeslecteurstrouverontégalementdesinformationssurleprincipedelaSTMetdel’AFMdanslelivre«
LesNanosciences:1.Nanotechnologiesetnanophysique
»,éditéparMarcelLahmani,ClaireDupasetPhilippeHoudyauxéditionsBelin(2004)[179].
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techniquesﬁnesdecaracte´risationdesurface,uncertainnombredede´fautsontpueˆtreidentiﬁe´s.Ils’agitnotammentdediffe´rencesd’inclinaisondansleschaıˆneshydrocarbone´es[75],deformationdedomainescristallinsinhomoge`nes[76],detrousa`l’e´chellenanome´trique[74,77-80],decollapseslocaux[81],devidescorrespondanta`deszonesnonrecouvertes[62],deshe´te´roge´ne´ite´slate´ralesetentrebicouches[82].Aujourd’hui,certainsde´fautssontidentiﬁe´scommeinhe´-rentsauxproprie´te´smeˆmesdesmole´culesconstituantleﬁlm,commel’apparitiondedomainescristallinspre´sentantdesinclinaisonsdiffe´rentesoulase´gre´gationlipidiqueentraıˆnantdeshe´te´roge´ne´ite´sdanslesbicouches.D’autres(c’est-a`-direlesvides)peuventeˆtree´limine´sparoptimisationdestechniquesdetransfertcouple´esauxme´thodesﬁnesdecaracte´risation.Ilfautnotercependantquelapre´sencedecertainsde´fauts,commelestrousa`l’e´chellemole´culaire,quipeuventcre´erdesde´fautse´lectriques,limitel’applicationdesﬁlmsLBdansdesstructurestypee´lectrodes-mole´cules-e´lectrodes.A`l’inverse,quelquesapplications,commelastructurationdesurface,peuventtirerpartiedesdiscontinuite´sengendre´esparlesinstabilite´sdume´nisquelorsdutransfertdelamonocouchepourcre´erdansunebicouchedescanauxa`l’e´chellenanome´trique[83-86].Cependant,laformationdemembranesbiomime´tiquesetleursapplicationsdanslechampdesnanobiotechnologiespeuventeˆtreenvisage´essilesﬁlmslipidiquesformentdesstructureshomoge`nes.Nousavonsde´ja`aborde´lesdifﬁculte´slie´esautransfertdesmonocouchesdephos-pholipides.Eneffet,iln’estpasrarequeletauxderecouvrementdelasecondecouchede´pose´ea`l’immersionquandleschaıˆneshydrocarbone´esdoiventinteragiraveccellesdelapremie`recouchetransfe
´re´esurunsupporthydrophilesoitcom-prisentre0,5et1,0,cequithe´oriquementdoiteˆtreinterpre´te´commeuntransfertincomplet[57,74,78,86-89].A`l’aided’uneanalysecombine´edesvaleursdestauxderecouvrementetdesstructuresobtenuesobserve´esenAFM,BassereauetPin-cetontpropose´en1997[78]uneexplicationa`cephe´nome`ne.Ilestpossiblequelorsdutransfertdelasecondecouche,quelquesmole´culesdelapremie`recouchede´ja`transfe´re´ede´sorbentdusubstratetrejoignentleﬁlminterfacial.Danscesconditions,letauxderecouvrementinfe´rieura`l’unite´n’estpassigniﬁcatifd’untransfertdemauvaisequalite´(c’est-a`-direchevauchementdesmole´cules),maisreﬂe`telabalanceentrelesmole´culesduﬁlminterfacialentraind’eˆtretransfe´-re´esetcellesquittantlesupport.Lade´sorptiondesmole´culesdelipidespendantletransfertdelasecondecoucheesta`l’originedestrousvisualise´sparAFMa`l’e´chellenanome´triquedansdiffe´rentesbicouchesphospholipidiques[62,74,78,86].Leurnombre,leurformeetleurtaille(entre30nm(ordredegrandeurd’unepointeAFM)et500nm[78])de´pendentdelapressionetdelavitessedetransfertduﬁlm,dunombredede´fautsdanslacoucheinfe´rieure,dutypedelipidesutilise´setdeleure´tatdecondensationa`lasurfacedel’eau[74,78].Defac¸onge´ne´-rale,leurtailleetleurdensite´de´croissentavecuneaugmentationdelavitesseoudelapressiondetransfert[78].Commelephe´nome`nedede´sorptionde´penddelabalanceentrel’e´nergied’adsorptiondesmole´culessurlesupportetcelledesmole´culesa`l’interfaceair/eau,ladiminutiondelatensionsuperﬁciellelie´ea`lacompressionduﬁlminterfacialre´duitl’afﬁnite´desteˆtespolairespourl’in-terfaceair/eauetfavorisel’adsorptiondesmole´culessurlesupport[78].L’e´tatdecondensationdelamonocouchea`l’interfacede´termineradonclenombredemole´culesdelapremie`recouchequiquitterontlesupportdurantletransfertde
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lasecondeetge´ne´ralement,moinsdede´fautssontpre´sentsdanslabicouchesilesecondfeuilletesttransfe´re´a`deplusfortespressionssuperﬁcielles,c’est-a`-dire
quandlamonocoucheestenphaseliquidecondense´
,LC[66,74,80,90].D’autrepart,laformationdebicouchesasyme´triquesconduitge´ne´ralementa`l’ob-tentiondebicouchesplusuniformes.A`titred’exemple,nouspouvonsciterlecasdesbicouchesconstitue´esparunpremierfeuilletdephosphatidyle´thanolaminesetd’unseconddephosphatidylcholines[65,74,78],cequireﬂe`tel’asyme´trienatu-relledesmembranesbiologiques.Danscecas,l’orientationverticaledeschaıˆneshydrocarbone´esdesphosphatidyle´thanolaminesfavoriseletransfertdelamono-couchedephosphatidylcholines,quipre´sentedeschaıˆnesincline´es,ene´vitantlede´-transfert.Lapre´sencedetrousperforantlabicouchedanslesﬁlmsLBdephospholipidespeutapparaıˆtresurprenantepuisquelesphospholipides,remisensuspensiondansl’eau,s’auto-associentets’auto-organisentenve´siculesforme´esdebicouchespar-faitementscelle´es(voirleparagraphe2.2).CommelerapportentBassereauetPincet[78],lephe´nome`nedede´sorptionestprobablementcommuna`touslessyste`mesdebicouchessupporte´es.D’autrepart,commel’ontre´cemmentsouli-gne´Benz
etal.
en2004[80],laformationdetrousdanslesmembranessup-porte´espeuteˆtrerelie´ea`l’existencetemporaire(dequelquespicosecondes)deporesaqueuxdanslesmembraneslibressufﬁsammentminces,forme´esdephos-pholipidesa`chaıˆnesmoyennes(C12,C14)[91].Finalement,letransfertLBd’unebicouchedephospholipidessurunsupporthydrophileestdeloinl’approchelapluspertinentepoure´laborerdesmembranesbiomime´tiques.Ilfautnotercependantquelatotalite´delabicoucheouunepartiedufeuilletexternepeutsede´crocherdusupportquandl’ensemble«bicouche/support»traverseverticalementuneinter-faced’eaupure.Cephe´nome`nede«de´tachement»estdenouveaulie´a`labalancedese´nergiesd’interactionsentrelateˆtepolairedulipidesurlesupportetleurafﬁnite´pourl’interfaceair/eauetlaforcedesinteractionshydrophobesentreleschaıˆneshydrocarbone´esdesdeuxcouchesconse´cutives.Aussi,unebicouchedelipidesde´pose´esurunesurfacehydrophilene´cessited’eˆtremanipule´eaveclaplusgrandepre
´cautionpoure´vitertoutproble`medede´sorption[78]etmaintenirlastabilite´desonfeuilletexterne[80].Pourpre´serversoninte´grite´,labicouchesupporte´edoitide´alementeˆtremaintenueenmilieuaqueux.Apre`stransfertdeladernie`recouchea`l’immersiondusupport,labicouchesupporte´epeuteˆtrere´cu-pe´re´edansunpetitcontainerplace´initialementdanslaphaseaqueuseavantlaformationdelamonocouchea`l’interfaceetletransfertdelabicouche[62,63,65,66,74,78,80,92].Cettepre´cautionpermetdesurcroıˆtdetravailleravecdesbicouchesparfaitementhydrate´es,cequiestl’e´tatleplusrepre´sentatifdesmem-branesbiologiquesbaigne´esdanslemilieuintra-etextra-cellulaire.A`n’enpasdouter,lesucce`sdesapplicationsdesmembranesbiomime´tiquesdanslechampdesnanobiotechnologiesde´pendrafortementdelacompre´hensiondesproprie´te´sfondamentalesd’auto-organisationdelamembraneelle-meˆme.Enconclusion,nousretiendronsqueparrapporta`d’autresmode`lesmembra-naires,
latechniquedeLangmuir-Blodgettpermetd’obtenirdesbicoucheslipidiquesstructure´esetorganise´essurdiffe´rentstypesdesupport
(silice,mica,silicium,platine,...).Laformationdebicoucheshomoge`nesetuniformesparadsorptiondeliposomesn’estpastoujourspossiblesurn’importequeltypedesupports.Graˆcea`leurstructuremorphologiquedetypelamellaire(empilement
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detypeY),reproductiblequandtouslesparame`tresdetransfertsontoptimi-se´s,lesﬁlmsdeLangmuir-Blodgettpermettentdere´aliserdesmode`lesd’e´tudemembranairesapre`sinsertiond’une´le´mentbiologique(voirleparagraphe4.1).Ellesapparaissentcommedessupportsdechoixpourfabriquerdirectementa`lasurfaced’untransducteurdesassemblagesmole´culairesprote´o-lipidiquesorganise´s.Deplus,laproductiondemembranesasyme´triques,reﬂe´tantcelledesmembranesbiologiques,offrentdenouvellesopportunite´spourde´velopperdessyste`mesbiomime´tiquesinte´grantdessyste`mesdereconnaissancemembranairecomplexes.Danslechampdesnanobiotechnologies,l’e´laborationdebicoucheslipidiquesfonctionnalise´essursupportdesiliciumapparaıˆtprometteusepourre´aliserlaminiaturisationdesyste`meshybridesbioe´lectroniques.
3.
4.Membranessuspendues
Lesbicoucheslipidiquessupporte´es(SLB),forme´esparadsorptiondeliposomessurunsupporthydrophile,sontge´ne´ralementmaintenuessurlesupportparl’in-terme´diaired’uneﬁnecouched’eaude1a`2nmd’e´paisseur.Ceﬁlmaqueuxper-meta`lamembranedemaintenirsaﬂuidite´,leslipidesetlesprote´inesassocie´esauxlipidesconservantainsileurmobilite´late´raleauseindesdeuxfeuilletsdelabicouche(voirleparagraphe3.3.1).Cesmode`lesmembranairessontutilise´savecsucce`spoure´tudierl’adsorption,l’interaction,lafonction,l’auto-associationdeprote´inesmembranairespe´riphe´riques(voirleparagraphe4)oua`piedd’ancragedanslecasdelareconstitutiondesmicrodomainesmembranaires[93].Cepen-dant,l’e´paisseurdeceﬁlmse´parantlamembranedusupportn’estpassufﬁsantelorsquel’onsouhaitere´incorporerdesprote´inesmembranairesinte´gralesdanscetypedemembrane.Lespartieshydrophilesdesprote´inesintrinse`ques,expose´esa`l’exte´rieurdelabicouche,peuventinteragiraveclasurfacehydrophiledusupport,cequiﬁxelaprote´ineetlimitesamobilite´late´rale;lamembraneperdalorssesproprie´te´sdynamiquesﬂuides.
Lesmembranessuspenduescorrespondenta`desbicoucheslipidiquessuppor-te´es,maintenuesa`lasurfaced’unsupportsolideparl’interme´diairedebrasespaceurs
,leplussouventconstitue´sd’unsyste`medereconnaissancespe´ciﬁqueligand/re´cepteur.Cesbrasespaceurspermettentd’e´carterlabicouchedusupport,cequifavoriselare´insertiondeprote´inesmembranairesinte´gralessanspertedeleurmobilite´late´rale.Deuxsyste`mesonte´te´principalementutilise´spourde´veloppercesmembranessuspendues.Lepremiersyste`meutiliselesproprie´te´sche´latricesd’uneteˆtepolaired’unlipidefonctionnalise´parungroupementN-nitriloace´tate(NTA)capabledeformeruncomplexetypeme´tal-che´lateavecunionme´talliquecommelenickel.CecomplexeNi-NTAestalorssusceptibledeﬁxerdeuxnoyauximida-zolesd’un«tag»histidine(se´quencedepolyhistidine,ge´ne´ralementconstitue´ed’unpolypeptidedesixre´sidus).Danslesyste`mepropose´(ﬁgure2.28),unlipidemodiﬁe
´parun«tag»desixhistidines(His)sursapartiepolaireestinse´re´dansunemonocouchedephosphatidylcholineforme´esurunepre´couched’octa-de´cylthiolauto-assemble´esurunsubstratd’or.Desve´siculesphospholipidiquesinse´rantlephospholipidefonctionnalise´paruneteˆteche´latriceNTAcharge´ed’ionnickelsontadsorbe´esa`lasurfacedeslipidespre´sentantletaghistidine.Labicoucheforme´eestainsimaintenuea`lasurfacedusupportfonctionnalise´par
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lipidiqueplanea`partirdedeuxmonocouchesforme´espare´pandagedesmole´-culesete´vaporationdusolvant(ﬁgure2.31b).Lesmonocouchessontpre´forme´essurlessurfacesdedeuxsolutionsse´pare´esparlaparoiverticaleposse´dantl’oriﬁceaudessusduniveaudessolutions(1).Leniveaudessolutionsestensuitee´leve´au-dela`del’oriﬁce(2).Cettetechniquepermete´galementd’obtenirdesbicouchesasyme´triques,silacompositionlipidiquedesdeuxmonocouchesinitialesestdif-fe´rente.Cesﬁlms,posse´dantdeuxinterfaces,sontd’e´paisseurinfe´rieurea`10nm.Decefait,
ilsn’absorbentpaslalumie`revisibleetapparaissentnoirs
.C’estpourcetteraisonqu’ilsonte´te´appele´sa`l’origine
«BlackLipidMembranes».
Lesbicoucheslipidiquesplanessecomportentcommeunemembranebiologiquedanslaquelleonpeutre´inse´rerdesprote´inesmembranaires,etnotammentdesprote´inesintrinse`ques(ouinte´grales)quicontiennentdessegmentshydrophobes.Cettereconstitutions’obtientsoitenme´langeantlaprote´inesolubilise´epardesde´tergentsa`lasolutiondelipidesavantlaformationdelabicouche,soitenfusion-nantdesprote´o-liposomesa`labicouchepre´forme´e.Deplus,telqu’ilestconc¸u,cesyste`memode`lepre´sentedeuxcompartimentsaqueuxauxquelsonafacile-mentacce`setdanslesquelsonpeutplongerdese´lectrodes.Enconse´quence,ilsepreˆteadmirablementbiena`l’e´tudedelaperme´abilite´ioniquedelabicouche.Sil’activite´delaprote´ineinse´re´einduitdeschangementse´lectriquestemporaires,commeuneprote´ine-canalentraıˆneunevariationbrutaledel’impe´dancedelamembraneeninduisantunﬂuxioniquetransmembranaire,ilestalorspossibled’enregistrerdesvariationsdecourantset/oudesdiffe´rencesdepotentieldepartetd’autredelabicouche.Lesbicoucheslipidiquesplanesontlargemente´te´utilise´espoure´luciderlesme´ca-nismesmole´culairesdenombreusesfonctionsmembranairescommeletransportetlaperme´abilite´membranaire,lase´lectivite´ionique,latransductiondesignaux,latransmissiondesignauxe´lectriquesoulaphotosynthe`seapre
`sre´insertiondenombreusesprote´ines,commenotammentlescanauxioniques,lesporinesbacte´-riennes,lesre´cepteurs
b
-adre´nergiques,lesbacte´riorhodopsines(prote´inesintrin-se`quesdesmembranesphotosynthe´tiques),lecytochromec(prote´ineintrinse`quedelachaıˆnerespiratoiredelamembranedesmitochondries)[101].Cependant,l’inconve´nientmajeurdesBLMestlafragilite´deleurstructure,quilimiteleurstabilite´me´canique(rarementau-dela`de8h).Deplus,leurtre`sfaiblemaniabilite´limiteleursapplicationstechnologiques.Lesde´veloppementsactuelss’oriententdoncverslaformationdecesbicouchessurdestubesde
Teﬂon
de0,5a`1mmdediame`tre,recouvrantdesﬁlsme´talliquesconducteurs(«
sBLM
»)ouremplisdepolyme`reshydrate´scommeceuxutilise´sene´lectrochimie(«
sb-BLM
»)[102].Danscesconditions,lamembraneestforme´eparimmersionrapidedel’extre´mite´dutubedanslasolutiondelipide.Letube,relie´a`unee´lectrodedetravail,estplace´dansunesolutiond’e´lectrolytesou`estplonge´eunee´lectrodedere´fe´rence.LaformationdesBLMsurcestypesdesupportapermisd’ame´liorerlastabi-lite´desbicouchesplanestoutenconservantsesproprie´te´se´lectriques[103].Deplus,cettetopographiefacilitelamanipulationdecesﬁlmsminces,quitrouventactuellementdesapplicationsdanslaconceptiondebiocapteursoudesyste`mesbioe´lectroniquesfonde´ssurdesme´thodesdede´tectione´lectrique.Lelecteurtrouveradeplusamplesinformationssurl’inte´reˆtetlesapplicationsdesbicoucheslipidiquesplanesdansdiffe´rentesrevues,commecellesdeNikolelis
etal.
en1999[104]oudeTienetOttovaen2001[101].
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4.Assemblagesprotéo-lipidiques
Lesmembraneslipidiquessontdesentite´sauto-assemble´esquipeuventservirdesupportsnanostructure´sa`l’incorporation,l’immobilisation,l’auto-association,lacristallisationdemacromole´culespre´sentantounondesactivite´sbiologiquesspe´-ciﬁques.Lafonctionnalisationdesmembranesbiomime´tiquespourde´velopperdesassemblagesprote´o-lipidiquesestunee´tapecrucialedansdenombreusesapplica-tionsdesnanobiotechnologies.Cettepartieconcerneplusspe´ciﬁquementl’as-sociationdeprote´inesauxsyste`mesmembranaireslipidiques,telsqu’ilsonte´te´de´critspre´ce´demment.
4.
1.FonctionnalisationdesﬁlmsdeLangmuir-Blodgett
LafonctionnalisationdesﬁlmslipidiquesdeLangmuir-Blodgettparassociation(ouimmobilisation)deprote´inesposse´dantdesproprie´te´sspe´ciﬁquesderecon-naissance,commelesenzymes,lesanticorpsoulesre´cepteurs,permetlede´ve-loppementd’assemblagesmole´culairesprote´o-lipidiquesorganise´s,supporte´s.Cesnanostructuresbiomime´tiques,correspondanta`desarrangementssupramole´cu-laires,peuventeˆtreutilise´espourlafonctionnalisationdesurfaces,laprote´ineconfe´rantauxcouchessabiospe´ciﬁcite´.Durantlesvingtdernie`resanne´es,l’associationdeprote´ines,etplusparticulie`-rementd’enzymes,auxﬁlmsdeLangmuir-Blodgettafaitl’objetdenombreuxtravauxetlesﬁlmsbioactifsobtenusonte´te´e´tudie´svis-a`-visdeleurpotentield’applicationdanslaconceptiondebiocapteurs,lescouchesLBprote´o-lipidiquese´tantinte´gre´esdanscessyste`mesentantquecouchessensiblesultraminces[105].E´tanttransfe´rablessurdenombreuxtypesdesupport,notammentmicro-niques,cesﬁlmspre´sententdegrandsavantagespourlede´veloppementdenouveauxmicro(nano)biocapteurss’inspirantdesmode`lesbiologiques.Commepourlesautressyste`mesmimantlesmembranesnaturelles,leurorganisationstructurale(hautementordonne´e)etleurse´paisseursultraminces(quelquesnanome`tres)sontlesprincipalescaracte´ristiquespourre´aliserdescapteursmicroniquesope´ranta`l’e´chellemole´culaireetpre´sentantdestempsdere´ponsesrapides(del’ordredelaseconde),crite`resfondamentauxpourlaconceptiondecapteurs«intelligents»oudebiopuces.Cependant,l’inte´reˆtdesﬁlmsdeLangmuir-Blodgettn’estpaslimite´a`cesaspectsstructuraux.D’autrespeuventeˆtrementionne´s.Ils’agitde:–lapossibilite´dere´aliserenuneseulee´tapel’e´laborationdelacouchesensiblebioactiveetsonassociationavecletransducteur,–lafaiblequantite´deprote´inesne´cessairea`lapre´parationdelamembrane,–lapossibilite´detravaillera`pressionettempe´ratureambiante,e´vitantlestrai-tementsthermiquesne´cessairesa`laconceptiondesyste`mese
´lectroniquesquide´naturentlescompose´sbiologiques,–lapossibilite´demodulerlesperformancesducapteur(gammeetlimitedede´tec-tion,sensibilite´)enfonctiondunombredecouchesprote´o-lipidiquesde´pose´es[106-111].D’unpointdevueplusge´ne´ral,lesmembranesprote´o-lipidiquesassocie´esa`descapteurs(outransducteurs)designauxbiologiquespermettentd’ene´tudierles
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proprie´te´sfonctionnelles.Cetteassociationcorresponda`unesimulationbiomi-me´tiquedesplusﬁnalise´esdel’unedesfonctionsprincipalesdelamembranebiologique,a`savoirlareconnaissanceetlatransductiondessignauxbiologiques.Lecontactdirectdel’e´le´mentbiologiqueavecuntransducteurpermetunee´tudeapprofondiedesesproprie´te´sdereconnaissanceetdesmodiﬁcationsphysico-chimiquesquiende´coulent,cequipermetuneapprochedesrelationsstructure-fonctiondesmembranesbiologiques.Silaprote´ineestuneenzyme,cetteapprochepermetunee´tudeﬁnedesesproprie´te´scatalytiquesenmilieuhe´te´ro-ge`nedansunenvironnementlipidiquebiomime´tiquea`l’e´chellenanome´trique.Cetyped’e´tudecouvreplusparticulie`rementlesecteurdesnanobiosciences.L’incorporationdel’e´le´mentbiologiquedanslesﬁlmsLB,sansde´naturationnipertedesonactivite´,restel’e´tapecrucialedanslafabricationdecesmembranesbiomime´tiquesetdesnanostructuressupporte´esquiende´coulent.Plusieursapprochesonte´te´de´veloppe´esa`cejourpourobtenir
desassemblagesprote´o-lipidiquesauto-associe´senbi-oumulticouches
.Leprincipe,lesavantagesetlesinconve´nientsdecesme´thodesspe´ciﬁquesbase´essurlatechniquedeLangmuir-Blodgettfontl’objetdesparagraphessuivants.L’associationdeprote´inesetplusparticulie`rementd’enzymesauxﬁlmsdeLangmuir-Blodgett,a`l’aidedesdiffe´-rentestechniquesquiserontpre´sente´esci-dessous,afaitl’objetd’unerevuere´centea`laquelleleslecteursinte´resse´speuventsere´fe´rer[105].Cetarticlede´gagenotammentl’inte´reˆtdecetypedemembranesetsesapplicationsennanobiosciences.
4.
1.
1.Insertiondeprote´inesdanslamonocoucheinterfacialeavanttransfertsursupportsolide
L’insertiondeprote´inesdanslamonocouchea`l’interfaceair/eau(ouair/tampon)estl’unedesapprocheslespluscourammentutilise´es.Ellede´rivedesproce´duresde´veloppe´espoure´tudierlesinteractionsprote´ine/lipideavecunemonocouchedeLangmuir(voirleparagraphe3.2.3).Ellecorresponda`l’adsorptiondepro-te´inespre´sentesdanslasous-phasesurleﬁlmmonomole´culaireinterfacial,avantsacompressionetsontransfertsursupportsolide(ﬁgure2.32).Ellereposesurlacapacite´delaprote´inea`s’associerets’auto-inte´grera`unfeuilletlipidique.Cetteme´thodeestparticulie`rementbienadapte´eauxprote´inespe´riphe´riquesextrin-se`quescapablesdes’associerauxmembranesbiologiquesouauxprote´inesa`piedd’ancrages’inse´rantdansundemi-feuilletdelabicouche.Cetteme´thoded’insertionpre´sentecependantquelquesinconve´nients.Ellene´ces-sitebiensouventunequantite´relativementimportantedeprote´inespuisquelevolumedescuvesLBatteintplusieursdizainesdemillilitres,meˆmepourlespluspetites,etquelaconcentrationprote´iquedoiteˆtrerelativemente´leve´epouracce´-le´rerlescine´tiquesdepe´ne´trationete´viterlesproble`mesd’instabilite´me´caniquequepeuventpre´senterlesﬁlmscomprime´s.D’autrepart,silamonocoucheestpre´pare´esurunephaseaqueusecontenantaupre´alablelaprote´inedissoute,unecouchedeprote´inede´nature´einactive,quiseraalorsassocie´eauﬁlm,peutseformera`l’interfaceair/tampona`causedestensionssuperﬁciellesextreˆmemente´leve´esensurfaced’unliquidepur(voirlaﬁgure2.14etletexteassocie´)[112].Ceproble`medede´naturationpeutaussieˆtrerencontre´pourlesprote´inespe´ne´trantdesﬁlmsfaiblementcomprime´s(ge´ne´ralementinfe´rieura`5mN/m).Demeˆme,si
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Finalement,unchoixapproprie´delacompositionduﬁlmlipidiquesurlequels’as-socieralaprote´inepeutavantageusementlimitersonde´tachement.L’e´tudeenmonocouchedel’afﬁnite´delaprote´inepouruntype(ouunme´lange)delipidesdonne´s(voirlale´gendedelaﬁgure2.18)peuteˆtreuneaideutiledansladiscri-minationdelamatricelipidiquelaplusadapte´ea`l’immobilisationdelaprote´ine.Enﬁn,unchoixpertinentdanslacompositiondufeuillet«accepteur»peute´viterlesproble`mesdede´naturationparfoisrencontre´slorsdel’adsorptiondeprote´inessurdessurfaceshydrophilespre´sentantdestensionsdesurfacetropimportantes(choixdelateˆtepolairedulipide,charge´eounon).
4.
1.
3.Insertionoriente´edeprote´inesdanslesﬁlmsLB
Danslesdeuxparagraphespre´ce´dents,nousavonsaborde´lafonctionnalisationdesﬁlmsdeLangmuir-Blodgettparassociationdeprote´inesavantouapre`strans-fertdelamembranelipidique.Or,danslesdeuxcas,cesme´thodesconduisenta`uneﬁxationale´atoiredelaprote´ineassocie´ea`lamembrane.Lecontroˆledel’orientationdelaprote´ineassocie´eauxmembranesbiomime´tiques,tellequ’onlaretrouvedanslesmembranesbiologiquesou`laﬁxationdelaprote´inesur(oudans)labicouchede´terminesapropreorientationpourunefonctionnalite´opti-male,resteunchallengepourlede´veloppementdesassemblagesprote´o-lipidiquesorganise´setdesmembranesbiomime´tiquesfonctionnalise´es.Danslebutdecontroˆlerl’orientationdelaprote´ineassocie´eauxmembraneslipi-diquesenge´ne´ral,etauxﬁlmsdeLangmuir-Blodgettenparticulier,plusieursstra-te´giesonte´te´de´veloppe´esinde´pendamment.Ils’agitnotammentducouplagecovalentdufragmentFab
1
d’unanticorpsparl’interme´diaired’unpontdisul-furesurlateˆtepolaired’unlipide«
linker
»inse´re´dansunemonocouchelipi-dique[125-127].Cettemonocoucheae´te´directementtransfe´re´esursupportsolidepartransferthorizontaldeLangmuir-Schaefer(voirlaﬁgure2.26).Lamem-branesupporte´eobtenueestalorsconstitue´ed’undemi-feuilletmembranaire.Dansuneautreapproche,l’immobilisationoriente´ed’uneprote´ine(lamyoglo-bine)ae´te´envisage´eparl’interme´diairedelaﬁxationdesesre´sidushistidinenaturellementpre´sentsensurfacedelaprote´ine,surunemonocouched’unlipidecomportantuneteˆtepolairefonctionnalise´eparungroupementiminodiace´tate(IDA)auxproprie´te´sche´latrices.Danscecas,plusieursorientations,de´ﬁniesparladistributionspatialedesre´sidushistidine,onte´te´obtenues[128].Lapossibi-lite´d’immobiliseruneprote´inea`piedd’ancragedanslamonocoucheinterfacialeavantsontransfertsursupportsolidepeutre´soudreleproble`medel’orientationmultiple.L’orientationuniquedelaprote´ineestalorsassure´eparl’insertiondesonancredanslamonocouchelipidique[118].Cependant,cetteme´thodetre`sattractive,bienquedesplusbiomime´tiques,limitesonutilisationa`uneclassebiende´ﬁniedeprote´ines.Avecl’objectifdede´velopperdesmembranesbiomi-me´tiquesfonctionnalise´espre´sentantdessitesuniquesdereconnaissancepouruneﬁxationoriente´edelaprote´ine,uneautrestrate´gieae´te´re´cemmentpropo-se´e:ils’agitd’inse´rerunanticorpsmonoclonalnoninhibiteurdel’activite´bio-logiquedansdesbicoucheslipidiquesdeLangmuir-Blodgett,l’anticorpsservantd’ancrepourse´questrerlaprote´inedansunepositionoriente´ea`lasurfacedela
1
Lefragment«Fab»d’unanticorpscorresponda`lapartiedoue´edesproprie´te´sspe´ciﬁquesdereconnaissancedel’antige`ne(Fabvientdel’anglais«
antigenebindingfragment
»).
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membrane(ﬁgure2.34)[129].Lesnanostructuresobtenuessontpolyvalentes,lanaturedelaprote´ineretenuee´tantde´ﬁnieparlaspe´ciﬁcite´del’anticorpsinse´re´.
Protéine (AChE)Anticorps (IgG)
5 nm10 nm7 nm
OHHOHOOOOOONHCOCH
3
OC
11
H
23
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11
H
23
Figure2.34.
Modèlestructurald’unemembranebiomimétiquefonctionnalisée,dédiéeàl’immobilisationorientéedeprotéines.Cettemembraneaétéobtenueparcombinaisondedeuxtechniquesbaséessurlespropriétésd’auto-assemblagedesmoléculesbiologiques(vésiculesprotéo-lipidiquesétaléesàl’interfaceair/tamponettechniquedeLangmuir-Blodgett)quipermetl’orientationpréférentielledel’anticorps(ouimmunoglobulineG,IgG)danslabicouchetransférée(voirletexte).Labicouchelipidiqueestconstituéed’unnéoglycolipidedesynthèseauxchaîneshydrocar-bonéesﬂuidesàtempératureambiante(conformationgauche).L’anticorpsestretenudanslabicoucheparlebiaisd’interactionsprésuméesdetypesucre-sucre,entrelesrésidusglycosylésdelaprotéineetlestêtespolairesdugly-colipide,etdetypehydrophobe,entrelefragmentFcdel’anticorps(régionenrichieenrésidusaliphatiques)etleschaîneshydrocarbonéesduglycolipide.Danscemodèle,laprotéine(monomèredel’acétylcholinestérase,AChE)estassociéeàlabicouchelipidiquefonctionnaliséeaprèstransfertLBsursupportsolide,parreconnaissancespéciﬁquedel’anticorpsmonoclonalnoninhibiteur.Cettemembranebiomimétique,stablestructuralement,peutretenirl’activitédelaprotéinependantplusieursmois.D’aprèsGodoy
etal.
[133].Voirlecahiercouleursaumilieudel’ouvrage.
Danscetteapproche,l’insertionfonctionnelledel’anticorpsdanslamembranelipidiqueae´te´obtenuepartransfertvectorise´del’immunoglobuline(prote´ineamphiphilesoluble)dansleﬁlmlipidiqueinterfacial(avantsonde´poˆtsursup-portsolide),graˆcea`unecombinaisonadapte´ededeuxtechniques,l’e´talementdeve´siculesprote´o-lipidiquesa`l’interfaceair/tamponetlatechniquedeLangmuir-Blodgett.Cetteproce´dureexploiteainsilapossibilite´deformerunﬁlmmixtemonomole´culairea`lasurfaced’untamponenutilisantlesforcesdetensionsuper-ﬁciellecapablesdede´structurerlesmembranesd’uneve´siculeprote´o-lipidiquepeustable[130,131].Apre`scompression,leﬁlmmixteesttransfe´re´partransfertverticaldeLangmuir-Blodgett(LB)(ﬁgure2.35)[132].
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Figure2.35.
Formationd’unemonocoucheinterfacialemixteparéclatementdevésiculesprotéo-lipidiquesàl’in-terfaceair/tampon.Cetteméthodeestfondéesurl’instabilitédesstructuresprotéo-lipidiquesforméesquis’ouvrentàl’interfacesousl’effetdesforcesdetensionsuperﬁciellepourformerunﬁlmmonomoléculairestable.Lacompres-siondelamonocoucheassurel’organisationlatéraledesmolécules.LamonocouchecompriméepeutêtretransféréeverticalementsursupportsolideparlatechniquedeLangmuir-Blodgett.
L’inte´reˆtdeformerdesve´siculesprote´o-lipidiquesavantformationdelamono-couchere´sidedanslapossibilite´defavoriserparauto-associationl’e´tablissementd’interactionsentrelesmole´culeslipidiquesetl’anticorpsdanslamembranedesve´siculespourame´liorerl’insertiondel’anticorpsdansleﬁlminterfacialetpermettresontransfertsanse´jectiondelaprote´ine.Lesve´siculessontainsiuti-lise´escommevecteurscapablesdeconduirel’anticorpsdirectementa`l’interfaceair/tampondansunenvironnementlipidique.L’associationdecesdeuxtech-niques,liposomesettechniquedeLB,base´essurlesproprie´te´sd’auto-associationdesmole´culesbiologiques,permetdepre´de´terminerl’orientationdel’anticorpsdanslamembraneliposomale,orientationquiseraconserve´eapre`souverturedesliposomesa`l’interface.L’organisationduﬁlmprote´o-lipidiqueestensuiteassure´eparcompressionlate´raledelamonocouche.D’unpointdevuestructural,cesnanostructuressontstablesetrestentfonction-nellespendantplusieursmois.Ellesontpermis,apre`simmuno-associationd’uneprote´ineenzymatiquemode`le(l’ace´tylcholineste´rase,notammentimplique´edanslaneurotransmissiondel’inﬂuxnerveux),d’e´tudierlecomportementcine´tiquedel’enzymedansunenvironnementlipidiquesurunemembraneauxdimensionsnanome´triques.Lesre´sultatsobtenusontclairementmontre´uncomportementcatalytiquedel’enzymecaracte´ristiquedesenzymesimmobilise´es,avecuneffetmarque´descontraintesdiffusionnelles(pourlesfortesconcentrationsensub-strats)danslemicroenvironnementdel’enzyme[133].Aussi,cesnanostructuresfonctionnelles,quipermettentuneﬁxationoriente´edel’enzymea`lasurfacedelabicouchelipidiqueenoffrantainsiunetopographiesimilairea`celleren-contre´edanslamembranebiologique,pre´sententunpotentield’applicationimportantdansledomainedel’enzymologieenmilieustructure´.Eneffetlecomportementcatalytiqued’enzymesimmobilise´essurunebicouchelipidiqueest
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leplusrepre´sentatifdesbiocatalysesenzymatiquestellesquel’onpeutlesrencon-trerdanslacellule;laplupartdesenzymescellulairessontmembranairesetseretrouvent
invivo
dansunenvironnementphospholipidiquene´cessairea`leurfonc-tionnement.Demeˆme,certainesprote´ines,ditespe´riphe´riques,peuvents’associera`lamembranedefac¸ontemporaire,parl’interme´diaireparexempled’interactionse´lectrostatiquesaveclespartiespolairesdeslipides(oudesprote´inesmembra-naires),etcetteassociationestne´cessairepourleurfonctionnementoptimal.Enﬁn,cesassemblagessupramole´culairespeuventaussieˆtreutilise´spourlafonc-tionnalisationdesurfaceetlede´veloppementdecapteursbiomime´tiquesbase´ssurlastructurationdecouchessensiblesa`l’e´chellenanome´trique(voirlepara-graphe5.1).
4.
2.Organisation2Ddeprotéinesauniveaudesurfaceslipidiques
Lesmembranesbiologiquesconstituentunespacebidimensionnel(2D)naturelauniveauduquellesprote´ines–extrinse`quesetintrinse`ques–diffusent,inter-agissentets’organisentdemanie`rehautementre´gule´e.Plusieurssyste`mesbiolo-giquesmettentenjeudesassemblagesordonne´s2Ddeprote´ines.Parmiceux-ci,citonslabacte´riorhodopsine,unepompea`protonsinduiteparlalumie`re,proto-typedesprote´inesmembranairesa`septhe´lices
a
trans-membranaires,quiformedescristaux2Dquasiparfaitsdanslesmembranesdebacte´rieshalophiles[134],lescouchesS(«
S-layers
»)quicouvrentlessurfacesdenombreusesespe`cesdebacte´riessousformedere´seaux2Ddeprote´inesetdontleroˆleestencorede´battu[135],ouencorelesassemblagesre´guliersdemole´culesdecadhe´rinesformantlesjonctionsadhe´rentesetlesdesmosomes[136].Lacapacite´pre´sente´eparcer-tainesprote´inesdeformerdescristaux2Dde´pendessentiellementdelapre´sencea`leursurfacedegroupespouvante´tablirdesinteractionsintermole´culairesetdefacteursge´ome´triquesdecomple´mentarite´deforme.Historiquement,l’utilisationdesmembraneslipidiquescommesupportdelacris-tallisation2Ddeprote´inesae´merge´d’e´tudesstructuralesparmicroscopiee´lectro-niquea`transmission(MET),initialementsurlabacte´riorhodopsine[137].L’ana-lysed’imagesdeMETdecristaux2Ddeprote´inespermeteneffetdede´terminerlastructuredesprote´inesa`moyenne(
1nm)ouhaute(
0,4nm)re´solution[138].Cetteapproche,appele´ecristallographiee´lectronique2DparanalogieaveclacristallographiedesrayonsXdecristaux3Ddemacromole´cules,constitueundomainea`partentie`redelabiochimiestructurale[139,140].Auniveaufondamental,l’e´tudedel’organisationmole´culaireen2dimensionsouenmulticouches2Dpre´senteungrandinte´reˆt,lalimitationdel’ordrea`2dimen-sionspouvantengendrerdescomportementsdistinctsdesyste`mes3D[141,142].D’autrepart,lecontroˆledel’organisationen2Dpre´sentedemultiplesapplica-tionspotentielles,delananoe´lectroniqueauxsyste`mesdetype
m
-arrays
.Troisstrate´giesdecristallisation2Ddeprote´inesutilisantdessurfaceslipidiquessonta`distinguer,selonqu’ils’agissedeprote´inesmembranairesreconstitue´esdansdesbicoucheslipidiquesoudeprote´inessolublescristallise´esauniveaudemonocouchesoudebicoucheslipidiques(ﬁgure2.36).Lareconstitutiondepro-te´inesmembranairesauseindebicoucheslipidiquespare´liminationdude´tergent,selonunprocessusanaloguea`laformationdeLUVde´criteauparagraphe3.1.1,aaboutidansdenombreuxcasa`laformationdecristaux2D.Plusieursrevues
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de´taille´esonte´te´consacre´esa`cetteproble´matique[138,143].Lesconnais-sancesacquisessontapplique´esaujourd’huiaude´veloppementdebiocapteurscontenantdesprote´inesmembranairesreconstitue´esauniveaudebicoucheslipidiquessuspendues[99,144],domainetre`sactifennanobiotechnologies(voirlesparagraphes3.4et4.3).
Protéine
Lipide ligandLipide diluant
ReconnaissancemoléculaireDiffusionet concentration en 2DCristallisation 2D
Figure2.36.
Cristallisation2Ddemacromoléculesbiologiquesparafﬁnité,auniveaudemonocoucheslipidiquesàl’interfaceair-liquide(enhaut)etauniveaudebicoucheslipidiquessupportéesàl’interfacesolide-liquide(enbas).
4.
2.
1.Cristallisation2Ddeprote´inessolublesauniveaudemonocoucheslipidiques
Lacristallisation2Ddeprote´inessolublesauniveaudemonocoucheslipidiquesa`l’interfaceair-eauestuneme´thoded’applicationge´ne´ralequiae´te´tre`slarge-mentutilise´eenbiologiestructurale[145,146].Leprincipedecetteme´thode(voirlaﬁgure2.36)estlesuivant:1)unemonocouchelipidique,contenantdeslipidespre´sentantauniveaudeleurteˆtepolaireungroupeliganddelaprote´ine(macromole´cule)d’inte´reˆt,estforme´ea`l’interfaceair-eau;2)lesprote´ines,pre´-sentesdanslaphaseaqueuse,selientauxligandslipidiquesparreconnaissancemole´culaire;3)lescomplexesprote´ine-lipidediffusentetseconcentrentdansleplandelamonocouche;4)enfonctiondelanaturedesinteractionss’e´tablissantentreprote´ines,lesprote´iness’organisenta`l’interfacesousformed’assemblages2Dde´sordonne´soucristallins.Plusieurssyste`mespeuventeˆtredistingue´sselonlanaturedesligandslipidiquesutilise´spourlacristallisation2Ddesprote´ines[146,147]:–
deslipidesnaturels
,commelegangliosideG
M1
,re´cepteurphysiologiquedelatoxineduchole´ra[148],oulaphosphatidylse´rine,liganddel’annexineA5[149],–
deslipidessynthe´tiques
obtenuspargreffagesurunlipided’unligandsolubled’uneprote´ine[150].Citonsl’exempleclassiquedeslipidescouple´sa`labiotine,ligandnatureldelastreptavidine[151].Unementionspe´cialeesta`de´cernerausyste`meconstitue´delipidesporteursd’ungroupeNi-NTA(nitrilo-triaceticacid),
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ligandd’afﬁnite´dese´tiquettespolyhistidines[152,153]enraisondel’utilisa-tionre´panduedese´tiquetteshistidinespourlapuriﬁcationdeprote´inesrecombi-nantes.–
deslipidescharge´s
,positivementoune´gativement.LesARN-polyme´rases[154]oulessous-unite´s50Sdesribosomes[155]ontainsie´te´cristallise´esauniveaudemonocouchescontenantrespectivementdesacidesgrascharge´spositivementetdelaphosphatidylse´rine,charge´ene´gativement.Lalimitationdeladiffusiondesprote´inesen2D,leurorientationetleurconcen-trationdansunplanconstituentlesfacteursde´terminantsdelacristallisation2Dauniveaudemonocoucheslipidiques.Ainsi,danslecasdel’annexineA5,laformationdetrime`resetdere´seaux2Ddetrime`resre´sultedirectementdelaliai-sonoriente´edelamole´culesurunesurfaceplane,quipermetl’e´tablissementdepontssalinsentrere´sidusdechargesoppose´espositionne´sfacea`face.Cesmeˆmesinteractionsdoiventexisterentrelesmole´culesensolution,maisnesontpassuf-ﬁsammentfortespourengendrerlaformationd’oligome`resetd’assemblages2Dstables.Lase´quencedesope´rationsallantdelacristallogene`se2Da`l’analysedesimagesdeMETestillustre´esurlaﬁgure2.37.Lesﬁlmsinterfaciauxconstitue´sd’unemonocouchedelipidesassocie´efermementa`unemonocouchedeprote´inesassemble´esenmosaı¨quecristallineconstituentuntypeparticulierdeﬁlmsdeLangmuir.Lesapplicationspotentiellesdecesﬁlmssontquasiinexplore´es.
1
μ
m
100 nmABCD
Figure2.37.
Cristallisation2Ddeprotéinessolublessurmonocouchelipidique.AdaptédeBrisson
etal.
[156].CopyrightElsevier(1999).
A)
PuitsdecristallisationpercésdansunsupportdeTeﬂon.Unegouttedesolutiondeprotéine–
20
m
L–estdéposéedanschaquepuitsetestrecouverted’unegoutte–
1
m
L–delipides;aprèsuncertaintempsd’incubation(minutesàheures),leﬁlminterfacialestprélevéentouchantsasurfaceaumoyend’unegrilledemicroscopieélectronique(ME)recouverted’unﬁlmdecarboneperforé.
B)
Vuegénéraled’unegrilledeMEcouverted’unﬁlmprotéo-lipidiqueaprèstransfert;l’homogénéitéduﬁlmattestedelabonnequalitédutransfert(*);certainscarreauxdelagrillesontcassés(ﬂèches).
C)
Imagedecristaux2Ddestreptavidineforméssurunemono-couchedelipidesbiotinylés.
D)
Cartedeprojection2Dd’uncristald’annexineA5calculéeparanalysed’imagedeME[157].
Plusieursvariantesdelacristallisation2Ddeprote´inessolublesauniveaudemonocoucheslipidiquesonte´te´de´veloppe´es.Uned’entreellesconcernel’utilisa-tiondelipidesformantdesassemblagesdemorphologietubulairecommematricepourlacristallisationhe´licoı¨daledeprote´ines.Certainslipides,naturelsousyn-the´tiques,pre´sententlaproprie´te´deformerdesassemblagestubulaires[158].Cetteproprie´te´,quide´pendentreautresdelachiralite´desgroupespolaires,este´galementobserve´edanslecasdelipidesfonctionnalise´s.Destubeslipidiques
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contenantdeslipidesbiotinyle´sontainsie´te´utilise´scommematricesupporta`lacristallisationhe´licoı¨daledelastreptavidine[159].Uneapprocheanalogueconsistea`incorporerdeslipidesfonctionnalise´spardesgroupesNi-NTAauseindelipidesformantnaturellementdestubes;l’auto-assemblagehe´licoı¨daldepro-te´inesporteusesd’e´tiquettespolyhistidinesaainsie´te´rapporte´pourplusieurssyste`mesprote´iques[160].Unesecondevarianteconcernelacristallisation2Ddeprote´inesmembranairesauniveaudemonocoucheslipidiques[161].L’approchereposesurlaliaisondeprote´inesmembranairesporteusesd’e´tiquettespolyhistidinesauniveaudemono-coucheslipidiquescontenantdesgroupescomple´mentairesNi-NTA,dansdesconditionsdeconcentrationdede´tergentcompatiblesaveclemaintiendel’inte´-grite´delamonocouche.L’e´liminationdude´tergentenpre´sencedelipidesaboutit,danscertainscas,a`lareconstitutiondebicoucheslipidiquesauseindesquelleslesprote´inessontordonne´esen2D.Cesapproches,potentiellementtre`sinte´res-santes,me´riteraientd’eˆtreapprofondiesdanslecontextedude´veloppementdebiocapteursa`prote´inesmembranaires.Letransfertdesﬁlmsprote´o-lipidiquesdel’interfaceair-eausurdesgrillesdeMEestuneope´rationde´licateetsouventmalcontroˆle´e,quipeutentraıˆnerdesdom-magesauniveaudel’organisationmole´culairedese´chantillons[156].L’utilisa-tiondeﬁlmsdecarboneperfore´spermetenge´ne´raldes’affranchirdesproble`mesmajeursassocie´sautransfert.Lefreina`lage´ne´ralisationdese´tudesdecristallogene`seetcristallographie2Destduˆaumanquedeme´thoderapidepermettantl’e´valuation(le
screening
)desessaisdecristallogene`se2D.L’approcheutilise´ereposesurl’observationdese´chantillonsparMET,encolorationne´gative.Cetteope´rationestsimple,maistre`scouˆteuseentemps,comparativementauxessaisdecristallogene`se3Ddemacromole´culesou`desmilliersdeconditionspeuventeˆtreteste´esgraˆcea
`larobotisationdestestseta`lasimplicite´delame´thoded’e´valuation,quireposesurl’observationdese´chantillonsparmicroscopieoptique.Lede´veloppementd’uneme´thodeoptiquesimpleadapte´ea`laproble´matiquedelacristallogene`sedemacromole´culesen2Dconstitueraituneavance´eimportante.
4.
2.
2.Organisation2Ddeprote´inesauniveaudebicoucheslipidiquessupporte´es
L’ave`nementdeme´thodesphysico-chimiquesetstructuralesperformantespermet-tantl’analysedeprocessusmole´culairesdesurfaceaprovoque´lede´veloppementdeme´thodesdepre´parationd’e´chantillonsbiologiquessursupportsolide.Encequiconcernelesassemblagesprote´o-lipidiques2D,deuxtypesd’e´chantillonssonta`distinguer,selonquelesassemblagespre´existentensolutionetsontde´pose´ssurunsupportouqu’ilssontassemble´s
insitu
surlesupport.Lescristaux2Ddepro-te´inesmembranairesappartiennentaupremiertyped’e´chantillons.Aucoursdeladernie`rede´cennie,unnombreimpressionnantd’e´tudesstructuralesdecristaux2Ddeprote´inesmembranairesonte´te´re´alise´es,principalementparAFM[162,163].Lapossibilite´d’imagerdesprote´inesmembranairesformantdesassem-blagesnonordonne´sauseindemembranesnativesae´te´de´montre´ere´cemment,surdesdisquesdere´tineainsiquesurdesmembranesphotosynthe´tiques[164,165].Cesre´sultatsouvrentunimmensechampd’investigationpourlese´tudesfonctionnellesdeprocessusmembranaires.
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Lesecondsyste`meconcernelese´diﬁcesmole´culairesforme´s
insitu
,danslecontexted’e´tudesdynamiquesetfonctionnellesdesme´canismesd’assemblagemole´culaireen2D.Lepotentieldel’AFMdesuivreentempsre´el,a`unere´so-lutionde
quelquessecondesetentamponquasiphysiologique,ladynamiquedeprocessusmole´culairescomplexesae´te´largementexploite´poure´tudierdesassemblagespre´sentantdiverse´tatsd’organisation2D,dude´sordrea`l’ordrecristallin.Laﬁgure2.38pre´senteunee´tudedeladistributiondeprote´inesauseindemem-branesmode`les,danslecontextedesdomainesdetype«
raft
»(c’est-a`-direradeauxlipidiques)[93].
Figure2.38.
Distributionlatéraledelaphosphatasealcalinedansdesbicouchessupportées.
A)
DesSLBcontenantunmélangelipidiquedelécithineetdesphingomyélineprésententuneséparationdephasesavecdesdomainesrichesensphingomyéline,detaille
micrométrique,dephasegel,légèrementplusélevésquelesdomainesrichesenlécithine.Lesmoléculesdephosphatasealcaline,protéineprésentantuneancrelipidiqueGPI(glycosylphosphatidylinositol)connuepourciblerlesdomaines
rafts
,visiblessousformedepointsblancs,sontloca-liséesprincipalementàlapériphériedesdomainesrichesensphingomyéline.
B)
L’incorporationdecholestérolauSLBinduituneredistributiondesprotéinesquimigrentversl’intérieurdesdomainesrichesensphingomyélineetencholestérol.D’aprèsMilhiet
etal.
[93].
Lame´thodedecristallisation2Ddeprote´inessolublesauniveaudemonocoucheslipidiquesa`l’interfaceair-liquidede´criteci-dessusae´te´e´tendueaucasdebicoucheslipidiquesa`l’interfacesolide-liquide(ﬁgure2.39).
10 nm
20 nm
Figure2.39.
Imagesdecristaux2DdeprotéinessurSLB,parAFM.Àgauche,
a
-hémolysinesurbicouchedeDOPC[90](CopyrightElsevier1995);aumilieu,annexineA5surbicouchedeDOPC:DOPS(4:1)[166](CopyrightElsevier1998);àdroite,streptavidinesurbicouchelipidiquecontenantdeslipidesporteursd’ungroupebiotine(reproduitavecautorisationd’après[167];Copyright2001,AmericanChemicalSociety).
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Uneanalysede´taille´edesprocessusd’adsorptionetd’organisation2Ddeprote´inesauniveaudebicouchessupporte´esae´te´mene´edanslecasdel’annexineA5,per-mettantd’e´tablirunerelationquantitativeentrecesprocessus[50].Lacombi-naisondedonne´esquantitativessurl’adsorptiondesprote´ines,parlesme´thodesdeQCM-Detdel’ellipsome´trie,etdedonne´esstructuralessurlesdiffe´rentse´tatsd’organisation2D,parAFM,permetdede´crireavecunehautepre´cisionlese´tapesdeliaison,denucle´ationetdecroissancecristalline(ﬁgure2.40).Leslec¸onstire´esdecesyste`memode`lesontcertainementge´ne´ralisablesa`d’autressyste`mes.
20 nm
Annexine 5 0,8 
μ
g/ml perfusée à 20 ng/minDOPC:DOPS 4:1
Figure2.40.
Schémadesétapesdeliaisonetd’organisation2Ddel’annexineA5,protéinesolubledelafamilledesannexines,auniveaudesurfaceslipidiqueschargéesnégativementenprésenced’ionscalcium.Lesystèmedel’an-nexineA5etceluidelastreptavidinesontlessystèmesmacromoléculairespourlesquelslesprocessusd’organisation2Dsontlesmieuxcaractérisésactuellement(source:I.ReviakineetA.Brisson).
Leroˆledusupportsurl’organisation2Ddesprote´inesestmisene´videncedemanie`refrappante.Ainsi,l’annexineA5formesoitdescristaux2D,soitdesassem-blagescompactsde´sordonne´s,selonquelesbicoucheslipidiquessontforme´essurunsupportdemicaoudesilice.L’originedecettediffe´rencedecomportementrestea`identiﬁer,mettantene´videncenotrecompre´hensionimparfaitedel’in-ﬂuencedusupportsurlesproprie´te´sdesmole´culesoucouchesmole´culaires.Lesapplicationsnanobiotechnologiquespotentiellesdecessyste`messontnom-breuses,quecesoitpourlaconceptiondebiocapteurs,desyste`mesdetype«puces»oudenanovecteurspourlade´livrancedeme´dicaments.
4.
3.Reconstitutiondeprotéinesmembranairesauniveaudebicoucheslipidiquessupportées
Lesprote´inesmembranairessontresponsablesdenombreusesfonctionsclefsdanslaviedelacellule,etlesde´re`glementsdesme´canismesfonctionnelsassocie´ssonta`l’originedenombreusesmaladies.Celaexpliqueleseffortsde´veloppe´spourl’identiﬁcationetlasynthe`sedenouveauxagentspharmacologiquesayantpourciblesdesprote´inesmembranaires.Danscecontexte,l’inte´grationdeprote´inesmembranairesauseindebiocapteursconstitueunenjeumajeurenbiotechnologie.
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Lesapprochesde´veloppe´essontpourlaplupartbase´essurlafabricationdemem-braneslipidiquessuspenduesau-dessusdusupportsolide,de´couple´esetse´pare´esdecelui-cidemanie`rea`e´viterl’interactiondirectedesprote´inesaveclesupport.Plusieurse´tudesre´centesrapportentdesre´sultatstre`sencourageantsderecons-titutiondeprote´inesmembranairesdansdesmembranessuspendues[99,144](voirleparagraphe3.4).Uneautreapprocheconsistea`controˆlerl’orientationdesprote´inesmembranairesauniveaudesupportsinorganiques,parmodiﬁcationdesproprie´te´schimiquesdelasurface[169].Lavoiesembledoncouverteaude´veloppementdebiocapteursetdepucesa`pro-te´inesmembranaires.
5.Exemplesd’applicationsdesmembranesbiomimétiquesennanobiotechnologies
Lesmembranesbiomime´tiquesetlesassemblagesprote´o-lipidiquesenge´ne´ralsontlesstructuresdebasedansdenombreusesapplicationsdesnanobiotech-nologies.Onlesretrouvenotammentdanslafabricationdesnanoparticuleslipi-diques,l’encapsulationetlalibe´rationdeme´dicaments,lavectorisation,lathe´ra-piege´nique,lareconstitutiondeprote´inesmembranaires,lesassemblagescom-posites,lafonctionnalisationdesurfaces,lede´veloppementdenanobiocapteursetentantquesupportdanslacristallisation2Ddesprote´ines.Ceparagrapheapourobjectifdepre´senterquelquesexemplesre´centsd’applica-tionsdesmembranesetdesstructuresbiomime´tiquesdansledomainedesnano-biotechnologies.
5.
1.Micro(nano)capteursbio-optoélectroniques
Lepremierexempled’applicationdesmembranesbiomime´tiquesconcernelede´veloppementdemicro/nanocapteursbio-optoe´lectroniques.Lescapteursbiochimiques,ou
biocapteurs
,sontdesoutilsanalytiquesperfor-mants,associantlaspe´ciﬁcite´dereconnaissanced’une´le´mentbiologiquesen-sible,le
biore´cepteur
,etlasensibilite´ducapteur,(e´lectro-)chimique,physiqueouoptique,le
transducteur
;cedernierde´tectelesmodiﬁcationsphysico-chimiquesengendre´esparlebiore´cepteuraucontactdesasubstancecibleetlestraduitenunsignale´lectriquemesurableetinterpre´table(voirlechapitre16).Lesperfor-mancesdesbiocapteurssontdonce´troitementlie´esauxproprie´te´sde
lacouchesensible
eta`laqualite´desonassociationavecletransducteur.Lesde´veloppe-mentsactuelstendentversuneminiaturisationdeplusenpluspousse´edessys-te`mesdereconnaissancepourpermettrel’analysedelamole´culeunique.Lastruc-turationdelacouchesensiblea`l’e´chellemole´culaireestdoncunee´tapecrucialedanslaminiaturisationdesbiocapteurs.Lede´veloppementdenouveauxsupportsbiospe´ciﬁquescommelesﬁlmsmincesorganise´s,directementde´pose´ssuruntransducteur,constitueunee´tapeindispensabledansl’e´volutiondesbiocapteursverslesmicro(nano)capteursinte´gre´setverslaconceptiondenouvellesbiopuces,quimettentenapplicationleconceptdemulti-biocapteursminiaturise´s.Danscecontexte,l’e´laborationcontroˆle´edesyste`mesmole´culairesorganise´suti-lisantlesbiomole´culescommestructuree´le´mentairepermetdede´velopperdes
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assemblagessupramole´culairesauto-assemble´sdedimensionnanome´trique.Lesmembranesbiomime´tiquesorganise´esassociantl’e´le´mentd’inte´reˆtbiologiquedefac¸onoriente´epeuventeˆtreutilise´eseninterfaceavecunsyste`me(micro-ouopto-)e´lectroniqueminiaturise´.Cetteassociationpermetunefonctionnalisationdesurfaceparinte´grationdefonctionsbiochimiques.Lede´veloppementdenou-veauxhybridesbioe´lectroniquess’inspirantdesmode`lesbiologiquesouvreunvastechampd’investigationpourlede´veloppementdenouveauxcapteursbiomime´-tiquesminiaturise´setd’outilsanalytiquesope´ranta`l’e´chellemole´culaire.A`cete´gard,etaveclebutdeconcevoirunnouveaucapteurbio-optoe´lectroniqueminiaturisable,unemembranelipidiqueobtenuepartechniquedeLangmuir-Blodgettetassociantl’ace´tylcholineste´rase(AChE)defac¸onoriente´e(de´criteauparagraphe4.1.3,ﬁgure2.34)ae´te´associe´ea`uncapteuroptiqueperformant,dontlefonctionnementestbase´surlare´actiond’e´lectrochimiluminescenceduluminol
2
(ﬁgure2.41)[170].Tre`sbrie`vement,l’ace´tylcholineste´rasecatalyselaformationdecholinea`partirdel’ace´tylcholinepre´sentedanslemilieure´ac-tionnel;lacholineestalorsoxyde´eparlacholineoxydaseimmobilise´edansunphotopolyme`redepoly(vinylalcool)(PVA-SbQ)ensurfaced’unee´lectrodese´ri-graphie´eetconduita`l’apparitiondeperoxyded’hydroge`ne(H
2
O
2
).Enpre´sencedeluminole´lectrooxyde´,leperoxyded’hydroge`neinduitl’e´missiondelumie`re.Lesignallumineuxestalorsde´tecte´parl’interme´diaired’uneﬁbreoptiquerelie´eautubephotomultiplicateurd’unluminome`tre.
a)
b
)
Électrode sérigraphiéeGraphite
+450 mV
vs
Ag/AgCl+0,45 V 
vs
Ag/AgCl
ChOD /PVA-SbQMembrane biomimétique(glycolipide - lgG - AChE)Électrode de travail(à l’échelle)Acétylcholine + H
2
OCholine + H
2
O + 2 O
2
Luminol + 2 H
2
O
2
AChEChODgraphite
Acétate + CholineBétaïne + 2 H
2
O
2
Aminophthalate + N
2
+ 3H
2
O + h
17 nm
ca
10 - 20 
μ
m
Diazaquinone+
H
2
O
2
LuminolCholineAcétylcholineFibre optiqueh
(
max. = 425 nm)
max.
= 425 nm
Figure2.41.a)
Schémadeprinciped’unmicrocapteurbio-optoélectronique.Cecapteuraétéobtenupartransfertdirectd’unemembranebiomimétiquedetypeLangmuir-Blodgettorientantl’acétylcholinestéraseensurfacesuruneélectrodeàcholinesérigraphiée,obtenueparlatechniquede«
screen-printing
».
b)
Séquenceréactionnellepermettantladétectiond’acétylcholinedanslemilieuréactionnel.AdaptédeGodoy
etal.
[170].
2
Leslecteurstrouverontdanslechapitre16,consacre´auxbiocapteurs,deplusamplesinforma-tionssurl’inte´reˆtdesre´actionsdechimiluminescenceduluminoldanslaconceptiondecapteursbiochimiquesperformants.
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Lesavantagesdecenouveautypedecapteursassocientceuxdel’utilisationd’unemembranebiomime´tiqueentantquecouchesensibleetceuxdese´lectrodesse´ri-graphie´espourlare´actiond’e´lectrochimiluminescenceduluminol.Eneffet,1)lamembraneutilise´eestorganise´eauniveaumole´culaire,cequipermetd’envisagerlaminiaturisationdelazoneanalyse´e;2)ellepermetuneorientationfonction-nelledel’enzymea`lasurfacedelamembrane,cequin’estpastoujourslecasdesme´thodesusuellesd’immobilisationd’enzymes(voirlechapitre16);3)lamem-braneutilise´e,base´esurlesproprie´te´sspe´ciﬁquesdereconnaissanced’unanti-corpsmonoclonalnoninhibiteur,estpolyvalente,cequipermetdediversiﬁerlesenzymesquipourronteˆtreimmobilise´es(sousre´servedechangerl’anticorps).Ene´tantde´clenche´parleperoxyded’hydroge`ne,cesyste`medede´tectionpeuteˆtreapplique´a`denombreusesoxydasescapablesdede´tecterdiversme´tabolitesd’in-te´reˆtme´dical,industrieloupharmaceutique.Desapplicationsdansledomainedel’environnementpeuventeˆtreenvisage´es.Enﬁn,lecontactintimeentrelesdif-fe´rentescouchesenzymatiquespermetlade´tectiondirectedesproduitsge´ne´re´slorsdelase´quenceenzymatiquere´actionnelle,sanspertedanslemilieure´ac-tionnel(leproduitge´ne´re´parlapremie`reenzymeseconcentreauvoisinagedelaseconde–c’est-a`-diredanssonmicroenvironnement),favorisantleﬂuxdeme´tabo-litesdanslesensdelade´tection,cequie´vitelare´trodiffusiondanslemilieure´ac-tionnel(gaindesensibilite´).L’e´paisseurultraﬁnedelamembranebiomime´tiqueestresponsabledesperformancesducapteur,notammententermesderapidite´dere´ponse.L’associationdemembranesbiomime´tiquesdetypeLangmuir-Blodgettavecdescapteursoptiquesperformantsestunexempled’applicationdestructura-tion«naturelle»delacouchesensibleparauto-associationdebiomole´culesetdefonctionnalisationdesurfacepermettantlede´veloppementdecapteursbio-optoe´lectroniquesminiaturise´s.
5.
2.Assemblagescomposites
Lede´veloppementdenanoparticulesfonctionnalise´esoccupeuneplacecentraleennanobiotechnologie,quecesoitpourdesapplicationsdede´tection(
quantumdots
,nanoparticulesmagne´tiquesenimagerieme´dicale)oupourlade´livrancedeme´dicaments.Lafonctionnalisationdenanoparticulesinorganiquesapourdoubleobjectifdestabiliserlesnanoparticulescontreleurtendancenaturellea`ﬂoculeretdelesrendrebiocompatibles.L’ensembledesapprochesde´veloppe´esetoptimise´esauniveaudesubstratsdegrandetaille(
cm
2
)sontenprincipeapplicablesaucasdenanoparticules.Ainsi,laformationdebicoucheslipidiquessupporte´esautourdenanoparticulesdesilicesuitlesre`glesge´ne´ralesmisesene´videnceauniveaudesubstratsdesilice(ﬁgure2.42)[171].Cettee´tudead’autrepartmontre´quelacryo-ME,me´thodeutilise´ejusqu’a`pre´sentpourl’e´tudedesassemblagesbiologiquesetdesagre´gatsdepolyme`res,e´taitparticulie`rementbienadapte´ea`lacaracte´risationdesnanopar-ticulesfonctionnalise´es.Lacryo-MEpermetdere´ve´lerlastructuredecomplexessupramole´culairesensolutionaqueusea`l’e´chellenanome´triqueetdevraitdoncoccuperuneplacedechoixdansledomainedesnanobiotechnologies.
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ABC
SiO
2
SiO
2
SiO
2
100 nm
Figure2.42.
Dépôtdevésiculeslipidiquesautourdenanoparticulesdesilice(d’aprèsMornet
etal
[171]).
A)
Schémaduprocessusdeformationdebicouchelipidiqueautourdenanoparticulesdesilice.
B)
Imagedecryo-MEd’unevésiculeadsorbéesurunenanoparticuledesilice(diamètre100nm);lavésiculeestdéforméeetsuitﬁdèlementlarugositédelaparticule.
C)
Nanoparticuledesiliceentièrementrecouverted’unebicouchesupportée.
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C
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ADN
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UBER
,DanielScherman
†
1.Introduction
L’acidede´soxyribonucle´iqueouADNestunpolyme`reline´aireenformede«doublebrin»synthe´tise´parpolyme´risationse´quentielled’unnombreimportantd’uni-te´squisontchoisiesentrelesbasesnucle´iquespuriques(ade´nosineAetguano-sineG)etpyrimidiques(cytosineCetthymidineT).L’ADNcontientl’informationge´ne´tiquene´cessairea`lavie.Ilestpre´sentsouslaformed’unnombrelimite´demole´culesdetre`sgrandetaille(quelquesdizaines),appele´eschromosomes.Cetteinformationge´ne´tiqueesttoutd’abord«transcrite».Danslatranscription,unfragmentrestreint,appele´«ge`ne»,del’ADNestcopie´sousformed’acideribonucle´ique,ouARN.L’ARNestluimeˆmeunpolyme`re«simplebrin»dontlase´quenced’acidesnucle´iquesestsche´matiquementanaloguea`celledel’undesdeuxbrinsd’ADNtranscrits.Enﬁn,cetARNest«traduit»enprote´ine,autrepoly-me`reline´aire,lesprote´inesformantlamajorite´desconstituantsactifspermettantlasurviecellulaire.Unepertedel’information,parmutationoude´le´tiond’ADN,entraıˆneunde´se´qui-libredume´tabolismecellulairepouvantmenera`despathologiesleplussouventincurables.Plusieursstrate´giesonte´te´de´veloppe´espourpalliercesde´ﬁcitsge´ne´-tiquesou,plusge´ne´ralement,pouragir,enlesampliﬁantouenlessupprimant,surlesme´canismesconduisantdelalecturedel’informationge´ne´tiquea`lapro-ductiondesprote´ines.
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†
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•
Desstrate´giesvisanta`introduiredesADNouARNsynthe´tiques,quibloquentse´lectivementl’expressiondecertainsge`nes,sonte´tudie´esparunnombrecrois-santdechercheursetdepharmacologues.Ellesutilisentdesoligode´soxyribonu-cle´otides«antisens»oudesoligoribonucle´otides«interfe´rants»etontd’oresetde´ja`desapplicationscliniques;ceconceptthe´rapeutiqueestsouventappele´
pharmacologiege´ne´tique
.
•
D’autresstrate´gies,plusaventureuses,visenta`re´parer«insitu»l’ADNmute´ouincompletauseinmeˆmedeschromosomes,enintroduisantdecourtesse´quencesd’ADNoud’ARNquireconnaissentet«prennentlaplace»desmutations.C’estleprincipedela
correctionge´ne´tique
.
•
D’autresstrate´gies,enﬁn,visenta`re´introduiredanslescelluleslesfragmentsd’ADNde´ﬁcients,souslaformedege`nes.Danscertainesmaladies,eneffet,laseulesolutionestderamenerdel’informationge´ne´tiquedanslescellulespartransfertd’ADNexoge`nejusquedanslenoyaucellulaire.Cechoixthe´rapeutiqueestconnusouslenomde
the´rapiege´nique
.Dansl’ensembledecesproce´dures,deuxproble`mesfondamentauxseposent:
•
Commentproduirelesacidesnucle´iques«the´rapeutiques»engrandequantite´etdemanie`rehomoge`ne?
•
Commentadministrercesacidesnucle´iquesaunoyaudescellules,proce´de´quelesspe´cialistesappelent«transfection».Silapremie`requestionde´passelecadredupre´sentchapitre,lasecondeyestdirectementrattache´e.Eneffet,certainesmole´culessynthe´tiquesformentspon-tane´mentaveclesADNouARNdescomplexesmacromole´culaires.Souscertainesconditions,cessyste`messesontave´re´seˆtredesve´hiculesefﬁcacespourtranspor-terdumate´rielge´ne´tiquedanslescellules.Parla`meˆme,cesmole´cules,encoreappele´es«vecteurs»,sontutilise´esquotidiennementaulaboratoireparlaquasi-totalite´desbiologistes.Ellesrepre´sententpotentiellementaussi,commenousvenonsdelevoir,lemoyend’arrivera`denouveauxme´dicaments.De´velopponsunpeuplusicileconceptdelathe´rapiege´nique.Jusqu’aude´butdesanne´es1970,l’ADNe´taitlecompose´biologiqueleplusdifﬁcilea`analyserenraisondesalongueuretdelare´pe´tition,surdesse´quencesdeplusieursmilliardsd’unite´s,deses4constituantsmodulaires(ﬁgure3.1):lesacidesnucle´iquesAetG(lespurines)etTetC(lespyrimidines).Pourdonnerunexemple,unecellulehumainenonsexuelle,c’est-a`-direcontenantendeuxcopiestousleschromosomessaufleXdanslecasdesmaˆles,renferme10
9
pairesdebasesd’unedoublehe´liceline´aireavecseulement4unite´snucle´otidiquesdiffe´rentes.Cege´nomeauraitundiame`trede2nmetunelongueurtotalede1me`tresil’ADNdes23chromosomese´taitde´roule´etplace´bouta`bout.Aujourd’hui,l’ADNestdevenul’unedesmacromole´culesbiologiqueslesplusfacilesa`produire,sousformedeplasmidedansdesbacte´ries,eta`manipuler,graˆcea`desenzymes.Deplus,l’automatisationdesproce´de´sd’analysedesADNetARNetletraitementfacilite´degrandesquantite´sdedonne´esontpermislese´quenc¸agedege´nomesentiers,dontceluidel’Homme.Cesprogre`s,couple´savecunemeilleurecompre´hensiondelame´caniquecellulairea`l’e´chellemole´culaireetdesimplicationsge´ne´tiquesdansdenombreusesmaladies,ouvrentlavoiea`l’utilisationdel’ADNcommeme´dicament.Dansuncassimple,unge`neexoge`ne
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OOOOOOOHOHOOHOHPOOOOPNHHHHHHNNNNNNOONNNNN5’5’5’5’4’3’3’3’3’2’1’
OHHNNNOOOOPOOOPO
CTGA
Activateur de transcription5500 pdb
GèneAmpOri11,7 Å5,7 Å3,4 Å19 Å
Figure3.1.
Lesdifférentesstructuresdel’ADN.Unbrind’ADNestunpolymèrelinéaireconstituédeseulement4nucléotidesdifférents.Laformationspéciﬁquedepairesdebasesparliaisonshydrogènepermetlaformationdeladoublehéliced’ADN.Ungèneestengénéralproduitdansdessystèmesbactériensgrâceàsoninclusiondansunplasmide.
assureraa`laplacelafonctiond’unge`nede´ﬁcientquicauseunemaladie.Maisenallantplusloin,onsaitquedel’informationge´ne´tiquepeuteˆtreutilise´edansdiversesmaladies,dontlescancersoulestroublesdelacirculationsanguine(ische´mie),ou`l’expressiond’uneprote´ineoumeˆmed’unARNapporteunbe´ne´ﬁcethe´rapeutique.L’inte´reˆtdelathe´rapiege´niquere´sideessentiellementdansl’ampliﬁcationdel’informationge´ne´tiqueetdanslahautese´lectivite´d’actiondesproduits(pro-te´ines).Apre`sde´livranceduge`nedanslenoyaud’unecellule,latranscriptiondel’ADNenplusieursARNmessagersqui,a`leurtour,seronttraduitsenplu-sieursprote´inesthe´rapeutiquespermetuneampliﬁcationsigniﬁcativedel’infor-mation(ﬁgure3.2).Deplus,cesignalpeuteˆtrehautementcontroˆle´graˆcea`desse´quences,appele´es«promoteurs»,quiajustentlatranscriptionenfonctiondemultiplesparame`trescommeletypecellulaire,l’activite´cellulaireoulasignalisa-tionhormonale.Cettecombinaisond’ampliﬁcation,despe´ciﬁcite´etdere´gulationpre´sentebeaucoupd’avantages.Silesacidesnucle´iquessontdetoutee´videncedesprincipesactifspuissants,leurutilisationentempsqueme´dicamentsseheurtea`desproble`mespharmacolo-giquesmajeurs.Eneffet,commetoutprincipeactif,lesacidesnucle´iquesdoivent
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PromoteurPlasmideGèneProtéineTraductionARNmCytosolMembrane plasmiqueNucleusTranscription
CMVGènePlasmide
Figure3.2.
Lacelluleampliﬁel’informationgéniqueparlatranscriptiond’ungèneenmultiplesARNmessagers,puisparlatraductiondesARNmessagersenprotéine.Uneampliﬁcationestobtenueàchaqueétape.
rejoindreleursited’actionpouryexercerleureffetthe´rapeutique.Or,lanaturechimique,latailleetlecomportement(hydro)dynamiquedespolyme`resd’ADNre´duisentconside´rablementleurdiffusiondansunorganismemulticellulaire,lefranchissementdelamembraneplasmiquedescellules(bicouchelipidiquehydro-phobe),ladiffusiona`traversletamisintracytoplasmiqueconstitue´parlesﬁla-mentsd’actineetlesmicrotubules,etmeˆmelepassageparlesporesnucle´aires.Enﬁn,l’ADNestunnanomate´rielbiode´gradable:endehorsdunoyau,ou`desenzymespermettentsare´paration,l’ADNestde´grade´enquelquesminutes!Malgre´lesdifﬁculte´smentionne´es,desassemblagesbiologiquesnanome´triques,lesvirus,permettentlade´livrancedeleurpropremate´rielge´ne´tiquejusquedanslenoyaudescellules,ou`l’ampliﬁcationdel’informationconduita`laproductioneta`l’e´jectiondere´pliconsviraux.Lavarie´te´desvirusestimmense.Ilspartagentlaproprie´te´d’eˆtredesobjetsd’environ100nmdediame`treetutilisenta`leurproﬁtetavecunegrandeefﬁcacite´certainsme´canismesd’internalisationetdesignalisationcellulaires.Lesconnaissancesaccumule´essurlesvirusontpermisdede´velopperdessyste`mesbiologiquesdeproductiondenanoparticulesd’ori-ginevirale,lesvirusrecombinantsde´fectifs,quiincorporentquasiexclusivementdumate´rielge´ne´tiqueexoge`nethe´rapeutique(voirlechapitre23).Demanie`realternativeetcomple´mentaire,leschimistesde´veloppentdenouvellesmole´cules,appele´es
vecteurssynthe´tiques
,quis’associentavecl’ADNetame´liorentsespro-prie´te´spharmacologiques(voirlechapitre24).Dansleparagraphe2,nouspre´senteronsdemanie`resche´matiqueetge´ne´ralelaproble´matiquedutransfertdege`nes.Nouspre´senteronsensuitelapre´parationetlacaracte´risationd’assemblagespolymole´culairsenADN(lespolyplexesetleslipoplexes),quiontdesproprie´te´sdetransfertdege`nesremarquablesa`unniveaucellulaire.Enﬁn,nousmontreronscommentpre´parerdesassemblagesmonomo-le´culairesenADN(lesnanoplexes).
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2.Lesdifférentesétapesdutransfertdegènes2.
1.Présentation
Sche´matiquement,lesvecteurssynthe´tiquesetleursassemblagesavecl’ADNontcinqfonctionsprincipales.
•
Compacteretprote´gerl’ADN:lesplasmidesdontlataille,ensolutionaqueuse,variede100a`500nmselonlenombredepairesdebasesetl’e´tatdesuren-roulement,sontcompacte´setprote´ge´sparlevecteursynthe´tiquedesdiversessourcesdede´gradation,tellesquelesnucle´ases.
•
Promouvoirunecirculationefﬁcacea`traverslesbarrie`restissulairesd’unani-mal(administration
invivo
)jusqu’auxmembranescellulaires.
•
Promouvoirlaﬁxationcellulairedel’ADN:l’ADNestunpolyanionquin’aaucunecapacite´a`adhe´rerspontane´menta`lamembraneplasmiquepolyanio-niquedescellules.
•
Promouvoirlepassagedel’ADNa`traverslamembraneplasmiqueouendoso-male.
•
Promouvoirletraﬁcintracellulaireetlape´ne´trationnucle´airedel’ADN,cettedernie`ree´taperepre´sentantunde´ﬁmajeurlorsquel’oncherchea`transfecterdescellulesquiescentes.
2.
2.Condensationetprotectiondel’ADN
A`l’e´chellenanome´trique,l’ADNdoublebrindelatailled’unge`neestunpolyme`reline´aireanioniqueetsemi-rigide.Iladopteensolutionuncomportementhydro-dynamiqueenverquioccupeungrandvolumeetauraunediffusionre´duite.Ilae´te´mesure´qu’unedoublehe´liced’ADNdeplusde2000pairesdebases(cequicorresponda`latailled’unge`necodantpouruneprote´inede60kDa)auncoefﬁ-cientdediffusionre´duitensolutionaqueuse(environ10
−
8
cm
2
/s)etestimmobiledanslecytosol(ﬁgure3.3Aet3.3B).Laconse´quenceenestuneaugmentationdeladure´edecontactdupolyme`rebiologiqueavecdesnucle´asesduse´rumouducytoplasme,cequiimpactelourdementsursastabilite´.Lacondensationdel’ADNﬁliformeenunestructurecompacteame´liorenonseule-mentsadynamiquegraˆcea`unere´ductionduvolumeoccupe´,maisaussisastabi-lite´chimique.L’exemplemacroscopiquetypiquedepolyme`resemi-rigideestletuyaud’arrosagedegrandelongueurquis’entortilleetdevientinutiletre`srapide-ments’iln’estpasstocke´sousformeenroule´e.Latransformationd’unpolyme`red’uneformede´plie´eetde´sorganise´eenunestructurecompactede´penddelaﬂexibilite´intrinse`quedupolyme`reetdespos-sibilite´sdestabilisationdusyste`meparinteractionsentredessegmentsdupoly-me`reouavecdesmole´culesexternespre´sentesdanslesolvant.Lacompactiondel’ADNnatifestunprocessushautementde´favorableenraisondesre´pulsionse´lectrostatiquesconfe´re´esparleschargesne´gativesespace´esd’environ7˚Alelongdusquelettede´soxyribose-phosphatedel’ADN.Seulelaneutralisationdeschargespardescations(complexation)annihilelesre´pulsionsentrelessegmentsanioniquesdupolyme`reetconduita`unetransitionversuneformecondense´e
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etprote´ge´e.Lataille,lastructureetlesproprie´te´sdescomplexesADN:cationsde´pendentnaturellementdelanaturedel’agentcationique,desaconstanted’as-sociation,maisaussidesconcentrationsdespartenairesetdeleurstœchiome´trieourapportdecharge.Naturellement,pouruneutilisationbiologique,lescom-plexesADN:cationsdoiventeˆtresufﬁsammentstablesvis-a`-visdesmacromole´culesencirculationdansl’organisme,toutenpermettantunrelargagedel’ADNdanslacellule.
CationsRigidité(empilementdes paires de bases)Répulsionde chargeCondensationProtectionNucléase
13,2 kDa660 kDaTaille du plasmide (pdb)Taille du plasmide (pdb)02000400060006040200
Coefficient de diffusion(Dw (×10
–8
cm
2
/s)
A
B
0,20,1002000400060008000
Rapport diffusioncytosol / eau
Figure3.3.
L’ADNdelatailled’ungèneestunpolymèrequioccupeungrandvolumeetquidiffusemaldansl’eauetestimmobiledanslecytosol.Unecompactionpardescationsamélioresastabilitéchimique.
2.
3.Circulationdansunorganismemulticellulaire
Unmammife`reestcompose´deplusieursorganesquisonteux-meˆmescompose´sdecellulesdiffe´rencie´setdepolyme`resextracellulaires.Cetyped’organisationformeunebarrie`reefﬁcacea`l’ADNoua`desparticules.Eneffet,lescontactsintercellulairesetlespolyme`resextracellulairesempeˆchentphysiquementune
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diffusionge´ne´ralise´edansl’organismedetoutemole´culedetaillesupe´rieurea`8nm(ﬁgure3.4).Lessyste`mesdede´livranced’ADNontdoncunacce`srestreintauxtissusou`unelargesurfacecellulaireestphysiquementaccessibleparchirur-gie,paradministrationlocaleouparinjectiondanslesang.L’injectionsanguinesyste´miqueestparticulie`rementinte´ressantecarellepermetl’acce`sa`destissusdistantsetprofonds.Lacompositiondusangainsiquelapre´senced’organesspe´-ciﬁquesdeﬁltrationetdepuriﬁcationdusangimposentdesassemblagesstables,delapluspetitetaillepossibleete´ventuellementfurtifs(voirlechapitre24).
Celluleen mouvementCellules accessiblesPolymères de soutienCellule différenciées
Figure3.4.
Dansunorganismeorganiséentissus(cellulesdifférenciées),lesnanomatériauxaccèdentdifﬁcilementauxsurfacesdenombreusescellules.Laplusgrandepartiedumatériauresteaccrochéeàdespolymèresdesoutienouadhèresurlapremièrecouchecellulaire.Danscertainscas,descellulesenreptation(parexempledeslympho-cytes)peuventvéhiculerlenanomatériaupiégé.
2.
4.Adhésioncellulaireetpassagedelamembraneplasmique
Lamembraneplasmiqueconstitue
unebarrie`remajeure
a`l’entre´edel’ADN(etaussid’autresmacromole´culeshydrophiles)danslacellule.Uneperme´abilisationdirectedelabicouchelipidiquede´truitl’inte´grite´delacelluleetinterfe`reavecsaviabilite´.Ellepeutne´anmoinseˆtreutilise´esielleesttransitoire,parexemplelorsquelescellulessontsoumisesa`deschampse´lectriquesapproprie´s.Unesolutionestd’exploiterlesme´canismescellulairesd’invaginationmembranaire,conduisanta`uneinternalisationdemate´rieldansdesve´siculesquel’onappelleles
endosomes
.Cettesous-compartimentationpre´sentedenombreuxavantages,carelleestenge´ne´ralassocie´ea`desmodiﬁcationsdumilieuquipeuventeˆtreexploite´espourinduireunelysedelabicouchemembranaire.Deplus,laruptured’unequantite´limite´edemembraneendosomaleaurapeud’incidencesurlaviabilite´cellulaire.
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Cetypedeme´canismene´cessiteuneﬁxationdesparticulesa`desre´cepteursmem-branairesquisonteux-meˆmesrelie´sa`desme´canismesd’endocytose(ﬁgure3.5).L’endocytosere´sulted’uneinternalisationdedomainesspe´ciﬁquesdelamem-braneplasmiquedansdescompartimentsintracellulaires.Cescompartimentssontensuitedirige´sactivementpardesﬁlamentsd’actineoupardes«moteurs»prote´iqueslelongdesmicrotubulesdansdescompartimentsderecyclagequisubissentdesmodiﬁcationschimiques(diminutiondupH)ouenzymatiques(pourunede´gradationcomple`te).
Adhésion cellulaireRécepteurrelié à un mécanismed'endocytoseInternalisationPolymère d'actineMoteurMouvementle long du câbleCytosolMicrotubuleNoyauLysosomepérinucléaireH
+
H
+
H
+
H
+
H
+
Figure3.5.
Endocytosedeparticulesdanslescellules.L’adhésiondeparticulessurdesdomainesmembranairesspéciﬁquesinduituneinternalisationdansdesendosomes(ilenexisteplusieurstypes).Cesvésiculessubissentensuitedestransformationsetsontdirigéesactivementdansdescompartimentsderecyclagecellulaire.
LechoixdumodedeﬁxationdesparticulesADN/vecteursurlamembraneplas-miqueadesimplicationsimportantes.Desinteractionse´lectrostatiquesavecdesmole´culesanioniquespre´sentessurtouteslescellulessontparticulie`rementinte´-ressantes
invitro
pouruneapplicationge´ne´ralistesurunnombreimportantdediffe´rentesmonoculturescellulaires(ligne´es).Alternativement,laﬁxationa`desre´cepteursprote´iquesspe´ciﬁques,commedesinte´grines,ouceuxquilientlatransferrine,l’acidefoliqueoul’asialoglucoprote´ine,permetdeciblerse´lective-mentdescellulesoutissusquilessurexpriment,voiredeciblerunmoded’inter-nalisationspe´ciﬁque.Unefoisdanslesendosomes,lesassemblagesdoiventinduireunerupturedelamembranequilesentourepourseretrouverlibresdanslecytosol.Cetterup-turen’estpasfacile.L’incorporationdemole´culesposse´dantunefonctionfusio-ge`ne(diole´oylphosphatidyle´thanolamineouDOPE,certainspeptidesde´rive´sdese´quencesviralesouconc¸us
abinitio
,etc.),c’est-a`-direcapablesd’induireunede´stabilisationdesmembranesenvuedefavoriserlalibe´rationintracellulaire
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desplasmides,estunesolution.Uneautreme´thodeestd’exploiterl’acidiﬁcationactivedesendosomes.Ceme´canismecellulairediffe´rencie´apermisd’exploiterdespolyme`rescationiquesayantdesproprie´te´s«d’e´pongea`protons»,commelapolye´thyle`neimine(PEI).
2.
5.Circulationintracellulaireetimportnucléaire
Lese´tudesdetraﬁcintracellulaireindiquentquel’ADNousescomplexestran-sitentparlecytosolavantlepassageparlenoyau.Physiquement,unADNnuatre`speudechancesdepasserl’enveloppenucle´aired’unecellulequiescenteenraisondesonimmobilite´danslecytoplasme.Ilexistecependantdesme´canismesdetransportdemacromole´culesentrelecytoplasmeetlenoyauparlesporesnucle´aires.Silesmacromole´culespluspetitesque40kDadiffusentdemanie`repassivea`traverscespores,lepassagedemacromole´culesplusgrosses,voiredesparticulesnanome´triquesde39nmdediame`tre,estpossiblegraˆcea`l’utilisationdeme´canismesspe´ciﬁquesd’importnucle´aire,vial’assistancedesignauxspe´ci-ﬁquesappele´sNLS(pour
NuclearLocalisationSignal
)etdeprote´ines«cargos».Lacompactiond’unseulplasmidesurlui-meˆmeconduita`desparticulesdetailled’environ25nmdediame`tre,donccompatiblepourunpassageassiste´parlesporesnucle´aires.Silepassageparleporenucle´aireestobligatoirepourlescellulesquiescentes,ladivisioncellulaireoffreunepossibilite´d’incorporerunge`neexoge`neimmobi-lise´danslecytosol.Lorsdeladivisioncellulaire,l’enveloppenucle´airedisparaıˆtdansuncontinuumaveclere´ticulumendoplasmiqueetneformeplusunebarrie`reentrelemate´rielge´ne´tiquecellulaireetlecytoplasme.Durantlamitose,leschro-mosomessonttransporte´sactivementlelongdesmicrotubuleset,avecunpeudechance(facteurstatistiqueoudeprobabilite´),peuventemporterlege`neexoge`neetle«se´questrer»danslesnoyauxdescellulesﬁlles(ﬁgure3.6).Defait,unedivi-sioncellulairemultiplieparunfacteursupe´rieura`10l’efﬁcacite´delatransfectionme´die´eparlesvecteurssynthe´tiques.
2.
6.Étatdeslieux
Cesdiffe´rentesfonctionssontactuellementremplies,dumoinspartiellement,parlapre´parationd’organisationssupramole´culairesentrel’ADNetdesmole´-culesassociatives.L’association
depolyme`resetdelipidescationiques
avecl’ADNpermetdefabriquerdesassemblages,respectivementappele´s
polyplexesetlipo-plexes,
quisontcapablesdetransfecterefﬁcacementdesligne´escellulairesculti-ve´esdansdesboıˆtes.Lesmeilleursvecteursdege`nessemblenttrouverquelquesapplicationsthe´rapeutiques(
invivo
)pourletraitementdecellulescance´reusesfacilementaccessibles.Enﬁn,dessolutionsfonde´essurlachimiesupramole´cu-lairee´mergentetpermettentdecontroˆlerpre´cise´mentlacompactiondel’ADNdansdesassemblagesstablesetdetailleminimale:
lesnanoplexes
.
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Interphase (G2)CentrosomePlasmideimmobileProphase :formation du fuseau mitotiqueet rupture de l'enveloppenucléaireMétaphase :alignementdes chromosomesG1Télophase et cytodiérèse :- Reformation de l'enveloppe nucléaire- Décondensation des chromosomes- Séparation des cellulesAnaphase :déplacementdes chromosomes
Microtube
Figure3.6.
Modèled’internalisationdeparticulesdanslenoyaudecellulesendivision.Leplasmide(sousformelibreouencomplexe)immobileseraemmenépardeschromosomesenmouvementetséquestrédansunnoyauaprèsreconstitutiondel’enveloppenucléaire.L’étoilereprésentelaprotéineouleproduitdugène.
3.LesassemblagespolymoléculairesenADN:préparation,caractérisationetpropriétés3.
1.Lespolyplexes
3.
1.
1.Introductionetstructure
Unecondensationdel’ADNdansdesassemblagesstablesesteffectue´eparunsimpleeffetdecoope´rativite´graˆcea`desmate´riauxpolycationiques(ﬁgure3.7).L’utilisationdepolyme`rescationiquespourcondenseretprote´gerl’ADNestlame´thodelapluse´vidente,etungrandnombredepolyme`resdesynthe`secom-pactentefﬁcacementl’ADN.D’ailleurs,danslescelluleseucaryotes,lacompac-tiondel’ADNchromosomiqueestobtenuedecettemanie`reparl’utilisationdeprote´inesrichesenacidesamine´slysineetarginine:leshistones.Demeˆme,danslesspermatozoı¨des,c’estuneautreprote´inericheenarginine,laprotamine,quipermetunecompactionmaximaledumate´rielge´ne´tique.
Lespolyme`respolycationiques
,telsquelapoly(L-lysine),laprotamine,lapoly-e´thyle`neimine(PEI),ouencorelesdendrime`rescationiques,s’associenta`l’ADNpardesinteractionse´lectrostatiquesmultiplesentraıˆnantunprocessusdecoope´-rativite´,cequige´ne`redesparticulesappele´espolyplexes.Lapoly(L-lysine)ae´te´initialementlepolyme`recationiquelepluscourammentutilise´,maissouffrede
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Figure3.7.
Structureschimiquesdepolycationsutiliséspourlatransfectiond’ADN.Engénéral,ledegrédepoly-mérisationpourlapolylysineetlaPEIestd’environ500.Lesdendrimèresde4
e
générationcommencentàavoirdespropriétésdetransfertdegènes
invitro
.
sonabsencedeproprie´te´sendosomolytiques(c’est-a`-direqu’ellenepeutpascau-serlarupturedesendosomes).Depuis,onamontre´quelapolye´thyle`neimine(PEI)oudesdendrime`resintactsoufracture´sdepolyamidoaminepouvaientpromouvoiravecefﬁcacite´letransfertdege`ne.Cespolyme`ressemblentdevoirleurefﬁcacite´commeagentdetransfertdege`nea`leurstructurechimiqueeta`leurdensite´e´lectroniquequiaugmentedemanie`reconside´rablel’acidite´desammoniums.AupHphysiologique,uneproportionimportantedesaminesn’estpasprotone´eetfonctionneraitdanslesendosomescommeune«e´pongea`protons»auxproprie´-te´sendosomolytiques.Larelationentrelaproprie´te´d’«e´pongea`protons»etl’activite´endosomolytiqueseraexpose´edanslasuitedeceparagraphe.Aussi,etpourmaintenirunecohe´sion,nouspre´senteronsuniquementlespolyplexesdePEIline´aire.
3.
1.
2.Pre´parationdespolyplexes
Laconnaissancepre´cisedelastœchiome´trieourapportdechargeentrelepoly-me`red’ADNetlepolycationestcruciale,carellede´terminel’e´tatdecompactiondel’ADNetsastabilite´.Lenombredechargesne´gativesdel’ADNestfacilementcalcule´car,a`pHphysiologique(environ7,4),lesphosphates(pKad’environ1)del’ADNsonttoujoursne´gatifs.Latitrationdechargene´gativeoudephosphate(P)seraainsisimplementobtenueenmesurantlaconcentrationenbasenucle´iqueparspectrophotome´trie(pourunplasmide,l’absorbancespe´ciﬁquea`260nmd’unebasenucle´ique(etdoncd’unphosphate)estde6600M
−
1
·
cm
−
1
).Lenombredecharge(cationique)d’unpolyme`redesynthe`seestplusdifﬁcilea`de´terminer.Premie`rement,lesme´thodesdepolyme´risationnesontpasaussipre´-cisesquelesme´thodesbiologiquesetproduisentdespopulationsdepolyme`resquisontde´critespardesvaleursstatistiques(massemoyenne,polydispersite´).Deuxie`-mement,lespolyme`rescationiquessontenge´ne´raldespolyammoniums.S’ilestcertesfacilededoserlenombred’azote(N)decespolyme`resparre´actioncolori-me´trique,lenombredechargescationiquesn’estpasidentiquea`celuidesazotes,carlescontraintesenvironnementalesinduitesparlepolyme`rediminuentconside´-rablementlepKadesammoniums.Ainsi,lachargeglobaledupolyme`repeutnon
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seulementeˆtrenettementinfe´rieureaunombred’azote,maisvarieaussienfonc-tiondupHdumilieu.Uneme´thodeindirecte,maispertinente,pourapprocherlastœchiome´triedespolyplexesestd’utiliserunetechniquee´lectrophore´tiquesurgeld’agarose(ﬁgure3.8).
Rapport N/PPlasmiderelâchésurenrouléPEINeutralisation ionique012341,50,5
Figure3.8.
Déterminationdelastœchiométrieioniqueparretardsurgeld’électrophorèse,pourunpolyplexeADN/PEI.
Lorsdel’applicationd’unchampe´lectrique,lesmole´culesoucomplexesmigrentdanslesporesdugela`unevitesseproportionnellea`leurcharge,maisinver-sementproportionnellea`leurvolumeapparent.Ilestainsipossibledese´parerlesdiffe´rentesformestopologiquesd’unmeˆmeplasmideenfonctiondeleursvolumesapparentsrespectifs(voirlaﬁgure3.8,ligne1).Dansl’expe´riencedelaﬁgure3.8,unplasmideestcondense´avecdesquantite´scroissantesdePEIetlescomplexessontanalyse´spare´lectrophore`sesurgeld’agarose.Leplasmideestensuitede´tecte´parintercalationdebromured’e´thydium.L’irre´versibilite´etlarapidite´delacondensationdel’ADNparduPEIconduisenta`laformationdecom-plexesquirestenttotalementpie´ge´sdanslespuits.Lorsquelenombredechargespositivesdupolyme`reeste´galousupe´rieuraunombredechargesne´gativesdel’ADN,lesbandescorrespondantauplasmidedisparaissententie`rement.Commelemontrelaﬁgure3.8,lenombred’azoteduPEIne´cessairepourcondenserl’ADNestd’aumoins1,5foisceluidesphosphatesdel’ADNcontenudansl’e´chantillon,de´montrantquepourcepolyme`re,1azotesur3neportepasdechargepositivea`pHphysiologique.
3.
1.
3.Stabilite´despolyplexes
Larapidite´desinteractionse´lectrostatiquesfavorisetre`slargementl’enlacementetlacondensationdeplusieursplasmides.Lorsquelepolycationestenexce`s,plusieursmole´culesdeplasmidesontcompacte´esetprote´ge´esdansdesparti-culesentoure´esparuneganguedepolyme`rescationiques.Leschargespositivesre´siduellesdesurfacecontribuentauxproprie´te´sd’internalisationcellulaireetexpliquentaussilastabilite´descomplexesensuspensiondanslaphaseaqueuse(ﬁgure3.9).Ainsi,lorsquedelaPEIestajoute´ea`unesolutiondeplasmides,elles’associerapidementavecplusieurssegmentsdeplasmides.Ils’ensuitunecondensationrapidedeplusieursplasmidesdansuncomplexequidevientpositiflorsqu’unexce`s
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CondensationAssociation rapideentre plusieurs segmentsde plasmides1. Absence de selsrépulsion ionique5% GlucoseParticules stables50-70 nm de diamètre2. La présence d’ionsmasque les chargeset conduit à une agrégationNa
+
CI
–
Stabilité des complexes PEI/plasmide (N/P 5)dans 150 mM NaCI
Taille des complexes (nm)
Durée d’incubation (min)25002000150010005000
051020253035
Figure3.9.
Lastabilitédespolyplexes,formésavecunexcèsdechargecationique,dépenddelaforceioniquedumilieuréactionnel.
dePEIestutilise´.LorsquelacondensationPEI/ADNesteffectue´eenl’absencedesels,cescomplexescharge´spositivementa`leursurfacesontdesparticulesde50a`70nmdediame`tre.Graˆcea`lare´pulsionionique,ellesrestentstablesensolution.Enrevanche,cesmeˆmesparticuless’agre`gentrapidementlorsqueleursurfaceioniqueeste´crante´epard’autresionsenconcentrationphysiologique(150mMNaClparexemple).Ilaainsie´te´de´montre´quedesagre´gatsde500a`1000nmdediame`tresontobtenusapre`s10minutesd’incubationdans150mMdeNaCl.
3.
1.
4.ExploitationdescomplexesADN/PEIpourletransfertdege`nes
invitro
Letransfertdege`nesutilisantlaPEIdansdesligne´escellulairesadhe´rentesetendivisionrapideestsimplea`mettreenœuvreetefﬁcace.Onquantiﬁel’efﬁcacite´desvecteursdege`nesenutilisantdesge`nesrapporteurs,quicodentpourdesprote´inesfacilementde´tecte´esetquirestentlocalise´esdanslacellule.Lespluspopulairessontla«
greenﬂuorescentprotein
(GFP)»,uneprote´inede´tectableparsaﬂuorescence,etlalucife´rase,dontlaquantite´estde´termine´ed’apre`ssonactivite´enzymatique.Classiquement,unplasmide(2
m
gpour100000cellules/mL)codantpouruneprote´inefacilementde´tecte´e(ge`nerapporteurou«reporter»)estme´lange´avecunexce`sdePEIdans150mMNaCl.UnrapportN/Pde5estutilise´demanie`rea`formerdesparticulespositives,toutenlimitanttoutdemeˆmelaquantite´dePEIlibre.Cesconditionsconduisenta`laformationd’agre´gatsdesurfacepositiveetdetailled’environ200-1000nm.Cescomplexessontensuitedilue´sdanslemilieudeculture.Cettedilution(enge´ne´ral1/10
e
)permetd’inhiberlacine´tique
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d’agre´gation.Lespolyplexesse´dimententensuiteaufonddelaboıˆteetadhe`rentparinteractionse´lectrostatiquessurlafaceexternedescellules(ﬁgure3.10).
CMWPlasmideGèneLuciféraseGFP2
μ
g dans 50 
μ
L 150 mM NaCI+ 2,4 
μ
g PEI-HCI dans 50 
μ
L 150 mM NaCI10 min
ComplexesagrégésQuantificationdu produit du gène(Luciférase)par son activitéenzymatique37*C, 24-48 hInternalisationDivision cellulaireLyse cellulaireMicroscopieCytométrieen fluxQuantificationdu nombrede cellulestransfectées(cellules GFP+)
Figure3.10.
Protocoled’utilisationdelaPEIcommeagentdetransfectiondansdeslignéescellulaires.Leslignéessontà70%deconﬂuenceenvironaumomentdel’additiondespolyplexesetadhèrentaufonddelaboîte.
Lese´tudesme´canistiquesetdynamiquesindiquentquedesprote´oglycaneshe´paranessulfates(HSPG)sontlesre´cepteursmembranairesdesparticulescationiques.Cesprote´inesfortementne´gativessontimplique´esdansl’adhe´siondelacellulea`unsupport,etcertainesd’entreellessontrelie´esa`desme´canismesd’invaginationmembranaire.Celaconduita`uneinternalisationcellulaired’unegrandequantite´departiculesdansdesvacuolesquisontnormalementacidiﬁe´esparunepompea`protons.Lepie´geagedeprotonsa`l’inte´rieurdel’endosomepardesaminesprotonablesdelaPEIinduiraunesuractivite´delapompea`protonsetuneentre´econcomitanteetimportantedemole´culesd’eauetd’ionschlorure(ﬁgure3.11).Ilenre´sulteungonﬂementdesvacuolespouvantentraıˆnerunerupturedelamembranelipidiqueparchochyperosmotique.Apre`slibe´rationdanslecytosol,l’ADNdoitencoreseretrouverdanslenoyaupouryeˆtretranscrit.Lesme´canismesdecettee´tapesontencoremalconnus.Ilestcependantde´montre´queladivisioncellulairecontribuefortementa`l’efﬁcacite´delatransfection.Lorsdeladivisioncellulaire,l’enveloppenucle´airedisparaıˆtdansuncontinuumaveclere´ticulumendoplasmiqueetneformeplusunebar-rie`reentrelemate´rielge´ne´tiquecellulaireetlecytoplasme.Durantlamitose,leschromosomessonttransporte´sactivementlelongdesmicrotubulesetavecunpeudechancepeuventemmenerlege`neexoge`neetle«se´questrer»danslesnoyauxdescellulesﬁlles.Naturellement,ceme´canismed’entre´eestaussivalabledansl’autresens.Unplasmidequines’inte`grepasdanslechromosomedelacellulehoˆtepeuttre`sbieneˆtree´limine´dunoyaulorsdesdivisionssuivantesparsimpledilution.Lesexpe´riencescorroborentcettehypothe`se.Aveclesvecteurssynthe´tiquesd’ADN(polyme´riquesoulipidiques),latransfectionesttransitoire.L’expressionestoptimaleauboutde24a`48heures,puischuted’autantplusvitequelescellulessedivisentrapidement.
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3.5. BLM ou « Bilayer

NANOBIOTECHNOLOGIES ET NANOBIOLOGIE

capables de fixer les détergents avee une forte affinité). mination des mol
cules de détergent des micelles mixtes oblige les molécules de phospholipides 2
former une bicouche autour de la protéine immobilisée (figure 2.30b).

Membranes »

Les BLM ou « Bilayer Lipid Membranes », initialement appelées « Black Lipid
Membranes » et faisant aujourd’hui référence aux « Planar Lipid Bilayers », sont
des bicouches lipidiques planes obtenues a travers un orifice circulaire de 0,5 a
1 mm de diametre séparant deux compartiments aqueux. Ces bicouches ont été
décrites pour la premicre fois en 1962 par Mueller et ses associés [100]. Deux
techniques permettent leur formation (figure 2.31). Dans la premiére approche
(figure 2.31a), un pinceau est plongé dans une solution contenant des lipides dis-
sous dans un solvant organique non miscible a I'eau (par exemple, du décane). Un
coup de pinceau est appliqué sur orifice d’une paroi en Teflon séparant deux com-
partiments aqueux. Il se forme un film lipidique dont I'épaisseur diminue sponta-
nément en fonction du temps, I'e: de lipide formant un manchon aux bords de

Torifice. Lamincissement se poursuit jusqu’a la formation d’une couche lipidique.
Les parties polaires sont en contact avee le milieu aqueux, les chaines hydrocar-

bonées étant sit P'intérieur de la bicouche. Cependant, la bicouche ainsi for-
mée contient toujours le solvant hydrophobe, donnant licu a de 1égers défauts de
structure de la membrane. La seconde approche consiste 4 former une bicouche

a)
_1,
in. % "> Manchons
g %)
1 mm'
b)

1)

Figure 2.31. Formation des bicouches lipidiques planes. Ces bicouches, librement maintenues, sont formées &
Vintérieur de lorifice d'une paroi séparant deux compartiments aqueux. Le diamétre de Forifice est compris entre 0,5
et 1 mm de diamétre. a) Méthode « coup de pinceau » ; b) méthode « élévation du niveau d'eau ».
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est comprimé et que la cohésion des molécules est suffisante (généralement en
phase liquide condensé), la monocouche peut étre prélevée et transférée comme
un « tapis » sur un support solide traversant verticalement linterface (figure 2.24).
Selon la nature hydrophile ou hydrophobe du support, la premitre couche sera
transférée respectivement lors de I'émersion ou de I'immersion de la lame. Le
passage successif du support 2 travers la monocouche maintenue a pr
constante permet d’obtenir, couche monomoléculaire aprés couche monomolécu-
laire, des empilements lipidiques supportés, appelés films de Langmuir-Blodgett,
dont I'épaisseur et la nature hydrophile ou hydrophobe de leur surface va dépendre
du nombre de couches déposées.

on de surface
stante ()
Aire varie

ux de
recouvrement™ Nire immergg

support
hydrophobe

ents lipidiques
res obtenus

6nm

Figure 2.24. Principe du transfert de couches par la technique de Langmuir-Blodgett. Pendant le transfert, la mono-
couche est maintenue a pression constante. La variation d'aire liée au prélévement de la monocouche et induisant
une chute de la pression superficielle dans le film est alors compensée par Iavancée des barriéres mobiles. Cette
variation permet de calculer le taux de recouvrement de la lame. Ce dernier est défini comme le rapport de I'aire de
la monocouche prélevée a la surface de I'eau pendant le transfert sur I'aire théorique du support immergé. Le taux
de recouvrement est un indicateur de la qualité du prélévement. Le transfert est totalement efficace quand le taux de
transfert est égal a 1.

Le transfert des molécules lipidiques conduit généralement 2 un empilement en
bicouche, pour lequel le dépot des monocouches se fait 4 chaque traversée du sup-
port. Ce type de dépét correspond 2 un prélévement de type Y, qui est représentatif
de I'organisation naturelle des membranes biologiques (figure 2.25b). Cependant,
selon la balance amphiphile des molécules, la nature du substrat et les conditions
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Le cholestérol s’insere dans la bicouche présentant son groupement OH a linter-
face (figure 2.6d). En raison de sa petite taille, il n’occupe qu'un feuillet de la
bicouche.

) Chaine allyle b)
(hydrophobe)

Noyau stéroide
(hydrophobe)

HO

Téte polaire
(hydrophile)

d)

Cholestérol

Figure 2.6. a, b, ) Structure de quelques stérols. Les stérols sont dérivés du noyau stéroide constitué de quatre
cycles fusionnés (marqués A, B, C et D) ; ) cholestérol ; b) stigmastérol, stérol abondant dans les membranes des
végétaux  c) ergostérol, stérol abondant dans les membranes des champignons. d) Taile relative d'un phospholipide
et d'un stérol inséré dans une membrane,

2.1.5. Composants mineurs

Les acides gras sous forme libre et les lysophospholipides, phospholipides for-
més d’une seule chaine hydrocarbonée (voir la figure 2.2h), sont présents dans les
membranes biologiques, mais en quantités extrémement faibles.

2.2. Propriété d’auto-assemblage

La caractéristique commune 2 tous les lipides membranaires (phosphoglyeérides,
glycoglycérides, sphingolipides) est leur caractére amphipathique. Ce sont des
molécules amphiphiles qui possédent une extrémité polaire hydrophile et une
extrémité non polaire hydrophobe, situées dans deux régions distinctes de I'es-
pace moléculaire. La partie polaire est constituée par le phosphoglycérol substitué
ou le glyeérol glycosylé pour les glyeérides, ou par le groupement phosphorylé ou
glycosylé substituant la sphingosine pour les sphingolipides. Les longues chaines
hydrocarbonées représentent la partie apolaire. On schématise souvent les lipides
amphipathiques sous forme d’une molécule portant une « téte polaire » et une ou
deux « queues hydrophobes » (figure 2.7). Pour les glycolipides et les sphingoglyco-
lipides, la partie glucidique confére 2 ces lipides un caractére d’autant plus polaire
qu’elle est importante.
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la protéine est injectée
directement sous la mono-
couche, elle peut pénétrer
prés du point d'injection
et ne pas é&tre distribuée
de fagon homogeéne dans
tout le film. Linjection
progressive de la protéine
sous une monocouche ou
au-dela des barri¢res de
compression comme le
montre la figure 2.32 peut
permettre de résoudre le
probleme d’hétérogénéité
du film protéo-lipidique a
la surface du tampon.

Afin d’éviter la dénatura-
tion interfaciale de la pro-
téine, il est possible d’éta-
ler directement la pro-
téine ou d mélanges
protéine/détergent sur un  Figure 2.32. Insertion de protéines dans la monocouche interfaciale avant
film lipidique préformé, —transfert de Langmuir-Blodgett.

cette méthode conduisant

4 la formation d’une monocouche interfaciale mixte homogéne [106, 109, 112].
La formation de complexes entre la protéine et des molécules amphiphiles
thétiques dialkylées, solubles dans des solvants non miscibles a I'eau (comme le
benzeéne ou le chloroforme), a aussi été utilisée comme solution d’épandage pour
former la monocouche mixte avant transfert [113, 114]. Le coétalement de la pro-
téine préalablement mélangée aux lipides a récemment été rapporté [115-118]
Enfin, la présence de la protéine dans le film interfacial peut modifier son apti-
tude au transfert [25, 110, 119]. La pression de surface minimum imposée pour
prélever la monocouche peut ne pas étre adaptée aux conditions d’insertion de la
protéine ; des pressions de surface élevées engendrent le plus souvent 'expulsion
de la protéine du film interfacial. De plus, 'adhésion de la couche prélevée sur le
support peut &tre réduite par la présence de la protéine, ce qui peut empécher la
formation de bicouches par réétalement de la premiére couche prélevée lorsque le
support retraverse l'interface (voir le paragraphe 3.3.3).

syn-

4.1.2. Association de protéines sur des films lipidiques LB préformés

Une autre approche d’immobilisation consiste a adsorber la protéine a la surface
de films LB préformés. Le principal avantage de cette procédure réside dans la
possibilité d’associer la protéine a une surface lipidique hydrophile (téte polaire
en surface) ou hydrophobe (chaines hydrocarbonées en surface) selon le nombre
de couches déposées sur le support (voir le paragraphe 3.3.3), ce qui permet le
controle de I'environnement lipidique de la protéine. Elle permet en outre de
contrdler I'épaisseur et ’homogénéité du support lipidique accueillant les macro-
molécules biologiques.
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I'intermédiaire du complexe Ni-NTA/His [94]. Le méme type de membranes peut
étre obtenu en fonctionnalisant le substrat d’or par la téte chélatrice NTA et en
insérant dans les vésicules phospholipides le lipide modifi¢ par le tag histidine sur
sa partie polaire [95].

Lipide @ Lipide
matrice

Lipide modifié
par un tag
histidine

/ Alkylthiols

Or

Figure 2.28. Représentation schématique de la formation d’'une membrane suspendue par I'intermédiaire du com-
plexe Ni-NTA/Histidine. Une monocouche de phospholipides insérant un lipide modifié par un tag de six histidines est
formée  la surface d'une couche d’octadécylthiol auto-assemblée sur un substrat d’or. La membrane suspendue est
formée par adsorption de liposomes de phospholipides incorporant un lipide présentant une téte fonctionnalisée par un
groupement chélateur N-nitriloacétate (NTA) capable de former un complexe type métal-chélate avec un ion métallique,
le nickel. La membrane est alors maintenue par I'intermédiaire du complexe Ni-NTA fixant deux noyaux imidazoles de
Ia séquence polyhistidine. D'aprés Rédler of al. [94].

Le second systeme utilise la spéeifi-
i de reconmaissance v some £450 ¢ (s ¢ o0 (4 o (3

avidine/biotine qui présente une

constante  d’affinité tres  élevée Exape 1 tion des vésicules
(105 M™). Des vésicules phos- 1 m I
pholipidiques insérant des lipides

sont adsorbées sur une
surface  plane  fonctionnalisée
par une couche de streptavidine
(fgure 2.29).

biotin;

Figure 2.29. Représentation schématique de la
formation d’'une membrane suspendue par I'in-
termédiaire du systéme avidine/biotine. 1) Fixa-
tion des vésicules phospholipidiques incorporant
un lipide biotinylé sur une couche de streptavidine
préformée sur une surface d'oxyde d’aluminium ou
de verre fonctionnalisée par la biotine. 2) Lajout
de polyéthyléne glycol (PEG) induit la rupture et

la fusion des membranes des vésioules immo-  Biotine Streptaviding
bilisées, pour former une bicouche homogéne et o iiié Oxyde daluminium
contigué. D'apres Berquand et al. [96] : ou verre
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) Etalement des moléeules amphiphiles a linterface air-cau

Mesure de on superficielle (r)

Balance de Wilhelmy
/ (Tensiométre)
l‘ Cuve de Langmuir

Formation d'un film monomoléculaire a I'état gazeux

obiles)

terfacial (avancée des barridres

e,
P

urface de I'eau

Les moléeules s'auto-organisent & la
condensé

pour former un film plus ou moi

©) En fin de compression : film monomoléeulaire a I'état condensé

Les molécules forment un film parfaitement organis

a la surface de l'eau

Figure 2.15. Formation d'une monocouche de Langmuir. Les monocouches sont classiquement formées dans une
cuve (ou balance) de Langmuir. La cuve est équipée de deux barriéres mobiles & chaque extrémité qui permettent la
compression de la monocouche et d'une balance de Wilhelmy (ou tensiometre) qui permet la mesure de la tension
superficielle. Pour de plus amples détails sur la technique de formation des monocouches et les cuves associées, le
lecteur pourra utilement se référer aux ouvrages de Roberts [17] et de Ulman [18] sur les films de Langmur et de
Langmuir-Blodgett.

Durant la compression, les molécules amphiphiles vont s’auto-organiser et la
monocouche va subir différentes transitions de phase, passant successivement de
Iétat gazeux a I'état liquide, puis de I'état liquide a I'état solide. Comme a trois
dimensions, les différents états de la monocouche correspondent a des degrés
d’organisation et de liberté différents des molécules. En fin de compression, la
monocouche forme un film monomoléculaire parfaitement organisé a la surface
de I'eau (voir la figure 2.15¢). Durant le processus de compression, le caractére
amphipathique des molécules assure leur maintien et leur alignement a I'inter-
face. Comme les molécules formant le film sont insolubles, le nombre total de
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Laddition de polyéthylene glycol (PEG), agent fusogene des vésicules lipidiques,
permet la formation d’une bicouche continue, dont l'intégrité a été vérifiée par
AFM [96]. Ce type de membrane formée i Pintérieur d’une électrode micropo-
reuse présentant une structure en nid d’abeilles [97] a été utilisé pour étudier
la diffusion latérale et les propriétés électrochimiques de I'ubiquinone (coenzyme
Qyp), protéine majeure des chaines des transporteurs d’électrons des membranes
des mitochondries ou des chloroplastes [98].

Tres récemment, Ataka et al. [99] ont développé une méthode permettant I'in-
corporation orientée d’une protéine membranaire en reconstituant la membrane
directement 2 la surface d’une électrode d’or aprés immobilisation de la protéine.
Dans ce systéme, une protéine membranaire recombinante (la eytochrome ¢ ox
dase) solubilisée a 'aide de détergent et présentant un tag histidine a

on extré-
mité C-terminale a ét¢ immobilisée sur une surface d’or fonctionnalisée par des

tétes chélatrices Ni-NTA (figure 2.30a). La membrane a ensuite été reformée par
ajout de micelles mixtes de dimirystoylphosphatidylcholine (DMPC) et de déter-
gent en présence de Bio-Beads. (Les Bio-Beads sont des microbilles poreuses

§ Dodéeylmaltoside f imyristoylphosphatidylcholine (DMPC)

Figure 2.30. Représentation schématique de la reconstitution d’une membrane suspendue incorporant une protéine
membranaire, Ia cytochrome ¢ oxydase, immobilisée par itermédiaire 'un complexe Ni-NTAHs. a) La cytochrome
 oxydase recombinante présentant un tag histdine a son extrémité C-terminale est immobilisée a la surface d'une
surface d'or modifiée par un groupement chélateur, le N-nitrloacétate (NTA), formant un complexe métal-chélate avec
le nickel (Ni-NTA) capable de fixer deux noyaux imidazoles des résidus histidines. b) Formation de Ia bicouche fpidique
par ajout de micelles mixtes de dimirstoylphosphatidylcholine (DMPC) et de dodécylmaltoside (détergent) en présence
de Bio-Beads. Léimination du détergent par les Bio-Beads favorise la formation de la bicouche entourant la protéine.
D'aprés Ataka etal. (9. Voir e caiier couleurs au milieu de ouvrage.
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atre milée a une pression
négative, liée aux forces de
cohésion latérales entre les
moléeules présentes en sur-
face, qui est réduite par la
présence de moléeules a I'in-
terface (surfactants). Aprés
évaporation  du  solvant,
un film  monomoléculaire,
appelé  monocouche,  se
forme a la surface de I'eau,
a cause de la nature amphi-
pathique des  molécules Liquide o
épandues.  Les  moléeules
s'orientent A linterface,  Figure 2.14. Forces de cohésion d'un liquide et tension superficielle
la téte polaire immergée  (v). Dans I'eau, les molécules s'arrangent de sorte que leurs forces de
dans Ia phase aqueuse (aussi cohésion soient rép.arhes entre les molécules voisines (la florce résul-
» tante est nulle). A linterface air/eau, cet arrangement moléculaire fait
appelée  sous-phase), les

b ) défaut (la résultante des forces est non nulle). Les forces d'interac-
chaines hydrocarbonées res- tion entre les molécules présentes a la surface sont renforcées, créant

tant dans Pair (figure 2.15).  ainsi un excés d'énergie libre. La tension superficielle de I'eau est de
Les monocouches de Lang-  728mN/ma20°C

muir correspondent a des

films monomoléceulaires interfaciaux formés de molécules amphipathiques inso-
lubles. Elles représentent un cas réme d’adsorption aux interfaces, puisque
toutes les molécules étalées sont concentrées en un film monomoléculaire
interfacial.

Isotherme d’une monocouche de Langmuir

Généralement, la quantité de moléeules étalées a la surface de I'cau est suff
ment faible pour qu’initialement, les distances intermoléculaires soient grande:
et que la présence de la monocouche a linterface n’affecte que peu la tension
superficielle du liquide. Dans ces conditions, les interactions entre molécules
sont faibles et la monocouche est assimilée 3 un gaz a deux dimensions (voir la
figure 2.15a). En revanche, si la surface occupée par la monocouche est réduite
par Pintermédiaire de deux barriéres mobiles (compression de la monocouche,
voir la figure 2.15b), les distances intermoléculaires se réduisent et la tension de
surface diminue (interactions entre des molécules d’eau en surface et les tétes
polaires des lipids Les moléeules, qui commencent a interagir par 'intermé-
diaire de leurs chaines hydrocarbonées, exercent entre elles des forces répulsives.
La force exercée par le film est analogue 2 une pression a deux dimensions. Elle
est définie comme la pression de surface (ou pression superficielle) notée . Elle
correspond a la réduction de la tension superficielle du liquide liée a la présence
du film en surface, soit :

WY Y

ol yo est la tension superficielle du liquide pur et 7y la tension superficielle en
présence du film. Elle est exprimée en mN/m.
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Les interactions mises en jeu dans ce type d’association sont parfois insuffisantes
pour éviter le relargage de la protéine, ce qui peut étre une raison majeure au
mangque de stabilité et/ou de reproductibilité dans la préparation de ce type de
membrane, ou dans les mesures ultéricures réalisées avee ces assemblages. Dans
le but de minimiser la désorption des moléeules protéiques, certains auteurs ont
proposé d’'immobiliser de fagon covalente la protéine adsorbée en surface des films
LB par I'intermédiaire d’agents pontants [120, 121]. Cependant, I'immobilisation
covalente annihile le caractére auto-associatif de la membrane biomimétique. La
stabilisation par réticulation en présence de vapeurs d’agent comme le glutaral-
déhyde, apres formation des films LB protéo-lipidiques e (119,
122]. Il n’en reste pas moins que P'association covalente de la protéine a la strue-
ture lipidique peut induire des changements conformationnels, qui peuvent étre
responsables de la perte de son activité biologique.

Lautre alternative pour limiter la désorption et éviter I'immobilisation covalente
de la protéine consiste a recouvrir les molécules protéiques par transfert d’une
couche additionnelle de lipides en surface des molécules adsorbées (figure 2.33).
Cette procédure, aussi appelée inelusion, permet de maintenir la protéine dans un
environnement totalement hydrophile ou totalement hydrophobe, tout en conser-
vant 'homogénéité des couches supportées [123]. Elle permet aussi de modifier la
composition lipidique du feuillet protecteur [124] et, dans une certaine mesure,
de reproduire asymétric membranaire qui peut favoriser la rétention physique
de la protéine et le maintien de son activité biologique. De plus, la possibilité¢ de
contréler indépendamment les étapes de transfert et d’adsorption peut étre un
avantage pour pallier les difficultés parfois rencontrées lors du transfert des films
interfaciaux mixtes protéo-lipidiques (voir le paragraphe précédent).

Figure 2.33. Inclusion de protéines dans des fims de Langmuir-Blodgett. Aprés adsorption de la rotéine sur des films
préformés (a), les molécules protéiques sont recouvertes d'une couche addiionnelle de lipides (b). La composition
Tipidique du « feuillet protecteur » peut éte différente de cele des couches « supportrices ».
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de transfert (pression de transfert, vitesse des dépots, pH et composition de la
sous-phase), le prélévement de la monocouche peut avoir lieu uniquement a I'im-
mersion (prélevement de type X, figure 2.25a) ou a I'émersion du support (préle-
vement de type Z, figure 2.25c¢).

a) TypeX b) TypeY o) TypeZ

IS EEE
=EE #3 i

LS = S

Figure 2.25. Différents types de prélévement des films de Langmuir-Blodgett. Le prélévement de type Y correspond au
prélévement le plus stable. Compte tenu de la nature amphiphile des molécules, des réorganisations peuvent intervenir
dans les structures de type X (ou Z) pour que les molécules adoptent au final une structure de type Y [54].

La technique de Langmuir-Blodgett permet un contréle rigoureux de chacune des
étapes de la préparation des films supportés (controle de la formation du film
interfacial, préparation du support, paramétres de transfert). Lavantage principal
des membranes obtenues par prélévement de couches lipidiques, et des films de
Langmuir-Blodgett en général, se trouve dans I'obtention d’un arrangement molé-
culaire hautement organisé a la surface de I'eau, qui peut étre conservé durant le
transfert sur le support lorsque tous les paramétres de transfert sont optimisés
(pression de surface, vitesse de plongée du support, température, composition de
la phase aqueuse). Des conditions expérimentales strictement optimisées, quasi-
ment pour chaque type de molécule, sont nécessaires pour obtenir des résultats
reproductibles. Des changements subtils dans ces conditions peuvent étre a lori-
gine des modifications du comportement de la monocouche lors de son transfert.
Le lecteur trouvera dans les différents ouvrages consacrés aux films de Langmuir
et de Langmuir-Blodgett [17-19] une description détaillée des conditions expéri-
mentales requises pour assurer la qualité de la formation de la monocouche et
de son transfert sur support solide (pureté du matériel lipidique, choix du sol-
vant pour 'épandage des molécules, pureté de I'eau et des composés constituant
la phase aqueuse, contrdle de la température de la sous-phase, nettoyage de I'in-
terface, environnement de la cuve (table anti-vibrations, atmosphére controlée),
préparation des supports...).

W Cas particulier des films LB de phospholipides

Dans le cadre des membranes biomimétiques, les films de Langmuir-Blodgett
constitués de phospholipides et/ou de glycolipides sont évidemment les plus
représentatifs. Cependant, ces molécules sont des lipides complexes (voir le para-
graphe 2.1). Elles sont constituées de deux chaines hydrocarbonées par molécule
(pas forcément de la méme longueur) et leur téte polaire, qui peut-étre char-
gée, est généralement tres hydratée. La coque d’hydratation primaire de la téte
polaire d’une molécule de phosphatidyléthanolamine ou de phosphatidylcholine
est constituée respectivement de 5 ou de 20 molécules d’eau [55] ; 'hydratation
des tétes polaires des glycolipides dépend du nombre d’unités glucidiques qui
la compose. De par cette structure complexe, les lipides membranaires ne se
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Moléeule A

— W

b) l

Moléeule B

AB ABAB

Figure 2.27. Couches alternées de Langmuir-Blodgett. Les couches alternées LB sont produites a) en ressortant le
support au travers d'une monocouche formée d’un composé A, puis b) en réimmergeant le support au travers d'une
monocouche constituée d’un composé B, et ainsi de suite. ¢) Arrangement final de couches alternées constituées de
plusieurs bicouches.

Enfin, la méthode de transfert des couches LB alternées permet de produire des
bicouches dont le premier feuillet est constitué de phospholipides zwitterioniques
et le second de phospholipides anioniques. De telles structures peuvent servir de
supports membranaires a I'incorporation de protéines, puisque beaucoup d’entre
clles s’associent aux membranes via des interactions avec les phospholipides anio-
niques [74].

® Caractérisation des films LB

Un large éventail de techniques permet la caractérisation des films LB. Ces tech-
niques sont listées dans le tableau 2.3 et les informations déduites briévement
présentées. Par simplicité pour le lecteur, qui pourra se référer aux articles cités
dans la Iégende du tableau, nous avons préféré conserver la terminologie anglaise
de ces différentes techniques, leurs abréviations étant le plus souvent connues
sous le sigle de langue anglaise.

La technique de Langmuir-Blodgett est une technique attractive pour former
des films structurés et parfaitement organisés. Cependant, avee 'avénement des
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