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INTRODUCTION

Introduction

Le 1* janvier 2004, a été créé le Groupement de Recheihsemblages des Molécules
Végétales" (GDR AMV). Ce GDR regroupe une trentali@guipes de différentes disciplines
(biologie, chimie, physique), du CNRS et de I'INRa#\tour du theme général de la formation
des assemblages naturels de biopolyméres chezldateg Le programme scientifique
associe a ce GDR concerne les mécanismes de Miesgntet les associations
supramoléculaires de nombreux biopolymeres (preséirpolysaccharides, polyphénols)
synthétisés au cours de la croissance des pldapsdement, il est apparu que les techniques
les plus sophistiquées et les modéles théoriqueslaipés au CNRS étaient tres
complémentaires des approches plus biologiques esead'INRA sur la construction des
assemblages chez les plantes. Ainsi, ce travaithdse a été réalisé et financé dans ce
contexte inter-organismes, afin de développer desgltes approches biomimétiques pour la
compréhension de I'assemblage des protéines deveéde blé au sein d’organites nommeés
corpuscules protéiques.

Les protéines de réserve sont des constituantsdelda valeur d'utilisation des grains et
graines de grande culture. Depuis longtemps, aagipes sont étudiées a I'INRA de Nantes
pour leurs propriétés technologiques et nutrititlese Jusqu’a la fin des années 1990, les
efforts de recherche étaient consacrés a leurigatidn et a I'étude de leurs propriétés dans
les produits finis (pains, pates...). En effet, lgurgpriétés interfaciales étaient étudiées pour
leur capacité a stabiliser des systemes dispestesg|ie les mousses ou les émulsions, alors
que leurs propriétés rhéologiques étaient étudpes leur capacité a former un réseau
viscoélastique contribuant aux propriétés mécasigies pates. Depuis les années 2000, pour
progresser dans la voie de la maitrise de la vdaimologique des graines de céreales, il
apparait fondamental de comprendre les mécanisrégissant la mise en place et
'accumulation des protéines de réserve dans lameg, dans un but d’optimisation de la
qualité des grains vivo. En effet, des liens ont été établis entre la cotipasbiochimique

des grains et la qualité des produits qui en réstjlimais peu d’études ont été réalisées sur le
mode d’assemblage de ces protéines. L'’hypothesm $atjuelle leur mode d’assemblage,
serait prépondérant dans la qualité du grain anmt@neste entierement a démontrer.

Les études biologiques montrent qu’'au cours de dturation des graines, les protéines de
réserve sont stockées sous forme d’organites demspsotéines : les corpuscules protéiques.
La synthese et le routage de ces protéines dacelllde, conduisant a la formation de ces
corpuscules, apparaissent complexes et variableiaudes différentes especes. Ainsi les
mécanismes qui conduisent a I'organisation suprécotdire de ces protéin@s vivo sont
mal connus. Toutefois, il a été observé que I'esgion de ces protéines dans différents types
cellulaires, conduisait aux mémes modes d’orgapisaiue dans les cellules du grain de blé.
L’assemblage des protéines de réserve denbdéant pas lié au contexte cellulaire, pourrait
donc étre uniquement lié aux propriétés intrinséqies protéines. Dans ces circonstances,
I'étude des interactions protéine-protéine par amgroche biomimétique semblait constituer
une voie originale pour comprendre la genese dgsisoules protéiques.
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Les données biologiques indiquent que la premi@peéede I'assemblage des protéines de
réserve aurait lieu aprés leur synthese, dans tieuldim endoplasmique. Le lumen du
réticulum endoplasmique est un milieu tres complexe peut étre notamment décrit comme
un environnement aqueux et confiné par la présédasenembranes. Ainsi dans une premiere
étape, nous nous sommes intéressés aux propriaEsehblage des protéines de réserve
dans des milieux aqueux simples, cette problématijayant jamais été réellement traitée
préalablement, du fait de la tres faible solubitigéces protéines dans ces milieux. Dans une
seconde étape, la stratégie retenue a été d'ine&rerotéines de réserve dans des phases
lamellaires lyotropes, afin de mimer le contextembheanaire du réticulum endoplasmique.
Cette approche "phase lamellaire" a permis de eéuwéhe interaction entre protéines de
réserve et membranes. Pour approfondir I'étuderdesactions protéine-protéine et protéine-
membrane, des études ont été réalisées par dexhppma l'interface air-eau.

Ce manuscrit de these se décompose ainsi en qhaipdres :

-Le premier chapitre est consacré a la présentdesréeléments bibliographiques, concernant
la problématique biologique et les propriétés ptyshimiques des protéines de réserve de
blé, nécessaires a la compréhension du sujet.

-Le deuxieme chapitre "Matériel & Méthodes", préseles protocoles de purification et de
marquage fluorescent des protéines, les lipidderetio-actifs utilisés dans les membranes
modeles, ainsi que les diverses techniques emmoyée

-Le troisiéme chapitre regroupe les études conoértea comportement des protéines de
réserve dans des milieux agueux. Deux approchessngis place sont exposées: I'une pour
étudier les protéines en volume, et l'autre a diface air-eau. La solubilité de ces protéines
dans des milieux aqueux est éclaircie, et des tegsulmportant concernant les modes
d’assemblage des protéines de réserve aux interface présentés.

-Le quatrieme chapitre rassemble les études coacelinteraction des protéines de réserve
avec des membranes modeéles. En premier lieu estrge I'approche phase lamellaire qui
nous a permis d’identifier une interaction entret@ines de réserve et membrane. Ensuite, les
études réalisées a I'aide de monocouches de ligidésterface air-eau, afin de préciser la
nature de linteraction, sont exposées. L'ensenddeces résultats suggére des modes
d’assemblages spécifiques, via des interfaces naralves, qui pourraient avoir lieu dans le
contexte biologique.
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Le blé est un composant majeur de I'alimentatiom&ine. En 2005, plus de 600 millions de
tonnes de blé ont été produites dans le monde, @risommation mondiale s’élevait a plus
de 100 kg/habitant/anCette forte consommation tient au fait que lesédines de réserve du
grain de blé ont la propriété unique de pouvoimfer, aprés hydratation, une masse
cohérente, insoluble et viscoélastique : le glu@ette propriété est largement mise a profit
dans les industries alimentaires pour la panificagt pour la texturation de divers produits
alimentaires. Par ailleurs, de nouveaux débouchés des secteurs non alimentaires se font
jour, notamment dans le domaine des matériaux biadé@ble$et de I'encapsulatict.

Ainsi, le blé a une grande importance dans notésy et les scientifiques cherchent a
comprendre les mécanismes qui régissent les ptéprigiques du gluten pour améliorer la
qualité des aliments et des nouveaux produits.

Dans cette partie bibliographique, dans un pretamps, les protéines de réserve du blé ainsi
que leurs propriétés physico-chimiques connues dgédrites, puis un résumé des
connaissances concernant la biosynthese et I'asagentie ces protéin@s vivo est présente.
Enfin, dans ce contexte, les objectifs et la sfriet&nvisagée pour ce travail de thése sont
eXpPOoseEs.
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A. Description des protéines de réserve du blé

1. Protéines de réserve du blé

Du fait de leur abondance et de leur importancen@uraques, les protéines de réserve des
graines ont été historiguement presque les premmatéines étudiées. Au début du siécle
dernier, Osborne (1924), sur la base de leur dakibles a classées en 4 groupes: les
albumines solubles dans 'eau, les globulines $etutians les solutions salines, les glutélines
solubles dans les solutions acides, et les proksrsnlubles dans des mélanges eau/éthanol.

Dans I'endosperme du blé, la majorité des protéiteséserve sont des prolamihelseur
nom est basé sur le constat que ce sont généraletasnprotéines riches en proline et
glutamine. Elles sont tres polymorphes, leur masskire peut varier de 30 a 100 kDa. Les
prolamines du blé ont été classées selon leurssehen acides aminés contenant du soufre
(S-rich et S-poor) et leur poids moléculaire (HMblecular Weight), ou selon leur capacité a
former des ponts disulfures intermoléculaires (ilias et gluténines), comme indiqué dans la
figure 1.

I LG —
[T T owex

o p—

ORI e
ORI e

[T | wtype

HMW
sauluan|b

S-rich

saulpel|6

S-poor

Figure 1 : Classification des prolamines du blégauche, selon leur poids moléculaire et

leur richesse en ponts disulfures, a droite seéam taractere monomérique (gliadines) ou

polymeérique (gluténines). En gris clair sont synid®s les domaines non répétés et en gris

foncé les domaines répétes. Les cystéines libresaorésentées par un trait vertical alors
que les ponts disulfures intramoléculaires sont@spntés par un pont.
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Les gluténines sont dites polymériques car elled frmées de I'association de plusieurs
sous-unités par des ponts disulfures intermolémgaalors que les gliadines formées d’'une
seule chaine polypeptidigue sont monomériques. damctéristigues moléculaires des
différentes prolamines sont présentées dans leedall.

Les sous-unités gluténines sont divisées en deampgs, les gluténines de faible poids
moléculaire (LMW) qui représentent deux tiers dm$emble des gluténines, et les gluténines
de haut poids moléculaire (HMW). Les gluténines fdible poids moléculaire sont tres
polymorphes et ont des masses molaires comprisee 80 et 70 kDa. Les sous-unités
gluténines de haut poids moléculaire sont les prmlas les moins polymorphes et ont une
masse molaireomprise entre 100 et 160 kDa. On leur attribue@le déterminant dans les
propriétés technologiques des farfhes

Les gliadines représentent 45 % des prolaminedetotd&lles présentent le plus grand
polymorphisme, selon les variétés, elles peuvenfermer 20 & 40 constituants différénts
On distingue 3 fractions de gliadines définies @mcfion de leur mobilité électrophorétique a
pH acide: lesi/B, lesy, et lesw-gliadines, qui représentent respectivement 44-680416 %,

et 6-20 % des gliadines totaleteurs masses molaires sont comprises entre 30 kba
pour lesa/B ety-gliadines, entre 60 et 80 kDa pour tegliadines®. Les gliadines sont parmi
les protéines connues les moins chargées. Ellesnfierment que 6 a 11 résidus basiques par
molécule et 95 % des résidus glutamiques et agpagisont amidés. Lesgliadines ont des
points isoélectriques compris entre 5.5 et 7.0eak desu/3 ety-gliadines sont compris entre
6.5 et 8.

Components M, (% total) Polymers or monomers  Partial amino acid composition (mol %)

HMW prolamins

HMW subunits of glutenin 6590 000 Polymers 30-35% Gly, 10-16% Pro, 15-20% Gly, 0.5-1.5% Cys,
(6-10%) 0.7-1.4% Lys
S-rich prolamins
y-gliadins 3045000 Monomers
a-gliadins } (T0-80%) Monomers } 30-40% Gln, 15-20% Pro, 2-3% Cys, <1.0% Lys
B- and C-type LMW subunits of glutenin® Polymers

S-poor prolamins
o-gliadins } 30-75000 Monomers } 40-50% Gln, 20-30% Pro, 8-9% Phe, 0-0.5% Lys,
D-type LMW subunits of glutenin® (10-20%) Polymers 0-<0.5% Cys®

Cotype LMW subunits are essentially polvmeric forms of #- and y-gliadins and D-type LMW subunits polymeric o-gliadins. The B-type LMW
subunits constitute a discrete group of S-rich prolamins.
BCys is present in D-type LMW subunits, but not o-gliadins.

Tableau 1 : Caractéristiques moléculaires des pmilees du bl

Dans le cadre de ce travail de these, nous avalseuleux types de prolamines, lgs
gliadine etw-gliadine, c’est pourquoi seules les structuresaetedeux protéines sont décrites
dans ce manuscrit.
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2. y-gliadines
Les gliadines de typg ont des séquences considérées comme ancestralefiesasont
présentes dans de nombreuses espéces de grareilféegue le blé, I'orge ou le seiyi€e
sont des protéines monomériques, riches en saldrejasse molaire 35 kDa environ. Elles
sont composées de deux domaines bien distinctdorfeine N-terminal, riche en séquence
d’acides aminés répétés de type (PQQPFPQ)n; etoimaide C-terminal, non répéte,
contenant les quatre ponts disulfures intramolémsga

10 20 30 40 50
MNIQVDPSSQ  VQWLQQQLVP QLQQPLSQQP  QQTFPQPQQT  FPHQRR®
60 70 80 90 100
QPQQPQQPFL  QPQQPFPQQP  QQPFPQTQQP  QQPFPQQPQQ  PFRRIIRQ
110 120 301 140 150
PFPQQPQQPF  PQTQQPQQPF  PQLQQPQQPF  PQPQQQLPQP  QQPQQSF
160 170 801 190 200

QRPFIQPSLQ  QQLNPCKNIL  LQQCKPASLV  SSLWSIWPQ  SDCQVNMRC

210 220 302 240 250
CQQLAQIPQQ  LQCAAIHSVV  HSIMQQQQQ  QQQQQGMHIF LPLSQQQVG
260 270 280 290 300
QGSLVQGQGI  IQPQQPAQLE  AIRSLVLQTL  PSMCNVYVPP  ECSIMARFA
310

SIVAGIGGQY R

Figure 2: Séquence d’acides aminés dg«tgiadine référencée Q6EEW9
(My=35 678 g/mol) dans la banque de données Untprot

Les deux domaines deggliadines sont distincts par leur séquence prieairais aussi par
leur hydrophobicité (figure 3). Le domaine C-teraliest tres hydrophobe et apparait replié
d'apres les modélisations moléculaires, alors geedbmaine N-terminal est moins
hydrophobe, et apparait plus étendu. Cette steiguggere un caractere amphiphile de la
protéine.
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ProtScale output for user sequence

Hphib.  Kuts & Doolittls

| I | I |
sa 168 156 ELL) 258 ELL]

Figure 3: A gauche, représentation 3D a partir dahodélisation moléculaire de Ja
gliadine avec son domaine répété étendu et son ileman répété globulaité A droite,

profil d’hydrophobicité de Ig+gliadine calculé a partir de la séquence Q6EEWBIpa
méthode de Kyte & Doolittt2 L’indice est croissant pour une hydrophobicitéissante.

A notre connaissance, les cristaux de prolamindsl@@’ont été obtenu qu'en conditions de
micro-gravité a bord de la station MIR, et aucuhelé par diffraction des rayons X n'a pu
étre réalisée ensutfe Ainsi les connaissances actuelles concernantskeucture tertiaire se
limitent & des études spectroscopiques, microsaepigt par diffusion du rayonnement sur
les protéines en solution. Les études spectroseepicconcernant leg-gliadines’ 849
montrent, d’une part que le domaine non répététastturé majoritairement en héliceset
d’autre part que le domaine répété, riche en peslirest composé de coudesépétés en
équilibre avec des structures de type poly-L-pmlin La structure du domaine non répété se
montre stable en fonction des changements de tamupér alors que la structure du domaine
répété riche en proline apparait dépendante dasbét de la températdre

3. w-gliadines

Les w-gliadines sont des prolamines monomériques péesien soufre, leur structure ne
comporte aucun pont disulfure. Ces protéines sadigent par leur unique domaine répété et
leur tres grande richesse en proline (plus de 30dkaires) et en glutamine (plus 88 %
molaires). Lesw-gliadines sont divisées en trois groupes selorr lmasse molaire
moyenné®: le groupe 1A de 34-39 kDa, le groupe 1B de ~B@ let le groupe 1D de
~40 kDa. Les groupes 1A et 1D ont une séquencaéepmie PF(PQQ)alors que le groupe
1B a une séquence répétée légerement différemeQ)
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10 20 30 40
SRLLSPRGKE LHTPQEQFPQ QQQFPQPQQF PQQQIPQQHQ
50 60 70 80
IPQQPQQFPQ QQQFLQQQQI PQQQIPQQHQ IPQQPQQFPQ
90 100 011 120
QQQFPQQHQS PQQQFPQQQF PQQKLPQQEF PQQQISQQPQ
130 140 150 160
QLPQQQQIPQ QPQQFLQQQQ FPQQQPPQQH QFPQQQLPQQ
170 180 190 200
QQIPQQQQIP QQPQQIPQQQ QIPQQPQQFP QQQFPQQQFP
210 220 230 240
QQQFPQQEFP QQQQFPQQQI ARQPQQLPQQ QQIPQQPQQF
250 260 270 280
PQQQQFPQQQ SPQQQQFPQQ QFPQQQQLPQ KQFPQPQQIP
290 300 310 320
QQQQIPQQPQ QFPQQQFPQQ  QQFPQQQEFP QQQFPQQQFH
330 340 350 360
QQQLPQQQFP QQQFPQQQFP QQQQFPQQQQ LTQQQFPRPQ
370 380 390 400
QSPEQQQFPQ QQFPQQPPQQ FPQQQFPIPY PPQQSEEPSP
410 420
YOQYPQQQPS GSDVISISGL

Figure 4 : Séquence d'acides aminés d'ungliadine du groupe 18(50 958 g/mol)

Les différentes études concernant la structurersiie desw-gliadine$>?**®montrent que

ces protéines se structurent principalement en epfdCependant, le taux d’hydratation
semble jouer un rdle important sur la structuratilences protéines : pour de faibles taux
d’hydratation, la quantité de feuillefs est croissante avec I'hydratation, et pour dex tau
supérieurs a 35 %, les feuillgssont remplacés par des chaines hydratées éténdBes
ailleurs, une structure en hélice composeée deldéesikt de coudds, présentée sur la figure 6,
a été proposée pour un peptide modeéle répété giadmynamigue moléculafe
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ProtScale output for user sequence

Hphob. - kute & Doolittls

I I | | I
L] 188 156 ELL] 258
Position

Figure 5 : A gauche, représentation de la structééicoidale obtenue en dynamique
moléculaire avec un peptide répété modele : (PQQPBR.. A droite, profil
d’hydrophobicité de lau-gliadine calculé a partir de la séquence Q9FUWY lpaméthode
de Kyte & Doolittle. L'indice est croissant pouraihydrophobicité croissante.

B. Propriétés physico-chimiques des protéines de réserde blé
1. Propriétés d'assemblage en volume

a) Solubilité
Selon la classification d’Osborne, les prolaminest siéfinies comme les protéines solubles
dans des mélanges eau-éthanol, et non solublesddsnsolutions agueuses a pH neutre.
L’insolubilité des gliadines dans I'eau a pH neuést expliquée par la valeur du point
isoélectrique des gliadines qui est proche de larak@é, et I'établissement de nombreuses
liaisons hydrogénes intermoléculaires par l'intedlimge des chaines latérales des résidus
glutamine$. De plus, des étud®<”** montrent que la solubilité des gliadines est Wégia
avec le pH et la force ionique du solvant. Les l&sbforces ioniques et les pH acides
accroissent la solubilité des gliadines. Par aileul a été montré que la solubilité des
gliadines dans I'eau était accrue par une solaitia préalable des protéines dans des
solutions salinés. Ce comportement serait expliqué par un changed®ebnformation des
gliadines lors du passage en milieu salin, quirfigeoait les interactions eau-gliadine.

b) Monomeres

Les gliadines monomériques sont généralement &sidgdit en acide acétique dilué, soit en
solution eau-éthanol. Leur taille a été mesuréedgtdrentes techniques chomatographiques
(SEC) ou de diffusion du rayonnement (rayons X,tmo@s)°>® Les résultats obtenus, en

diffraction des rayons X aux petits angles (SAX8)ggérent une forme anisotrope des
gliadines en eau-éthanol. Les mesures de taillesdd&rentes fractions de gliadines sont
récapitulées dans le tableau suivant :
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Protein M, R, (nm) R (nm) d (nm) L (nm) Z2a (nm) L. (nm) Ny e

- 35 3.55 1.10 3.20 1.7 15.1 15.8 36

- 45 380 1.15 3.25 12.5 16.2 17.7 45

- 39 4.60 1.15 3.25 15.4 19.9 26.3 58

M= 1000; d and L refer to the length of an assumed rod model, and for an oblate ellipsoid model where the semi-axes are a and b,
d=2h; L. is the contour length and A0)/¢ a measure of molecular weight.

Tableau 2 : Tailles des gliadines solubilisées am-éthanol (70-30) mesurées par SAXS

Les expériences de diffusion des neuttoret de chromatographie d’exclusion stérijue
montrent que la taille des monomeéres apparait @lusnoins compacte selon la nature du
solvant : la chaine polypeptidique est d'autans phkendue que son affinité pour le solvant est
grande. Par ailleurs des monomeéres de gliadinepwBtre observés par microscopie a effet
tunnef? (STM). Sur un substrat hydrophobe de type graghi@PG), les/-gliadines & faible
concentration sont sous forme monomérique, étengdue$e substrat, alors qu'a plus forte
concentration, elles forment une monocouche.

c) Coacervats
Du fait de leur insolubilité dans les solutions egges a pH neutre, les gliadines ont été
étudiées pour la fabrication de nanoparticules damebjectif d’encapsulatiénLe principe
de formation des nanoparticules de gliadines es# ar la coacervation simplequi est le
passage d’'une macromolécule d'un bon a un mauwvhiard. Le procédé se décompose en
quatre étapes :

Dissolution des gliadines dans un bon solvant @thanol).
Incorporation de la substance a encapsuler das@uéion de gliadines.

Induction d’'une séparation de phases par sursanrdes gliadines dans un non solvant
(ajout d'une solution tampon pH neutre). Formaties nanoparticules.

Concentration par évaporation de I'éthanol et éation du surnageant apres centrifugation.

Ce processus de fabrication conduit a la formatennanoparticules de tailles comprises
entre 200 et 600 nm de diaméfrda structure de ces coacervats de gliadine estpenue.

Des expériences de microscopie électronique a riias®n (TEMY® montrent que les
gliadines dialysées contre de l'eau ultrapure peu¥ermer des agrégats structurés sous
différentes formes selon I'espéce de blé, et damccomposition des gliadines. Des
structurations sous forme de couches concentrigoiegu étre observées dans certains cas.

d) Fibres - Microfibrilles

Il a été montré gqu’une fraction desgliadines était capable de s’assembler sous falene
microfibrilles®® 3" dans certaines conditions de pH (pH > 5) et deeféonique (> 0.005 M)
(figure 6). Cette fraction nommée A-gliadines pdatmer, de facon réversible, des
microfibrilles de 8 nm de diamétre, et de 300 a d@0de long.

10
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Figure 6 : Cliché de microscopie AFM de microfiked de A-gliadine déposés sur une
surface de mica en solution d’acétate d’ammofifum

Par ailleurs, des fibres ont pu étre obser&gans des solutions trés concentrées de gliadines
(400 mg/ml) solubilisées dans un tampon phosphate a gren contenant de l'urée. Ces
fibres ont une épaisseur de I'ordre du micron étume longueur qui peut atteindre plusieurs
centaines de microns.

2. Propriétés d’assemblage aux interfaces

a) Interface solide-air

Les propriétés d’adsorption des prolamines de htdes surfaces hydrophobes ont été
étudiées par I'équipe d’Eliasstri®*! Les adsorptions des différentes fractions dediiies,

de la sous-unité gluténine 1Dx5, et d'un peptidasttutif de 1Dx5, correspondant au
domaine répété central, ont été étudiés. Ces énmtesté réalisées par ellipsométrie sur des
surfaces de mica méthylées de facon a les rendi®iyobes. Il a été montré que, de facon
générale, les quantités de gliadines ou de glueénixdsorbées sur ce type de surface
augmentaient avec le pH et la force ionique. Cepentk peptide du domaine répété de la
sous-unité gluténine apparait insensible a la fovogue. Les quantités adsorbées varient
selon I'ordre suivant : sous-unité 1Dxmx>gliadine >f-gliadine =y-gliadine >w-gliadine.

La quantité adsorbée augmente avec la quantitétégepour I'ensemble de ces protéines,
sauf pour law-gliadine ou un plateau a 3 mg/m2 a été observéc@eportement a été
expliqué par la capacité des prolamines, de formgotiope, a prendre des positions soit
couchées (axe majeur parallele a linterface), stbout sur linterface (axe majeur
perpendiculaire a l'interface). Gluténines,3 ety-gliadines auraient la capacité a prendre les
deux types de positions selon la concentrationsajae leso-gliadines resteraient couchées
quelle que soit la concentration. De plus, des eepées d’adsorptions successives mettent
en évidence l'incapacité desgliadines a s’adsorber sur une couchend@ ou y-gliadine
préalablement adsorbée sur la surface, alors gue [&ety-gliadines peuvent remplacer les
w-gliadines dans une couche interfaciale préalabhrfoemeée. De la méme facon, le peptide
du domaine répété de la sous-unité gluténine 1Bkeapable de s’adsorber sur une couche
de sous-unités gluténines 1Dx5. Ainsi, ces etudggéyent que I'adsorption des prolamines

11
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sur surface hydrophobe serait dominée par les dmwadiydrophobes non répétés. La force
ionique écranterait les répulsions électrostatidaesrisant ainsi 'adsorption.

b) Interface air-eau

Dans un premier temps, la farine entiere, contelansemble des prolamines, protéines
hydrosolubles, amidon et lipides, a été étudiéintetface air-eaff. Il a été montré que ce
mélange complexe stabilisait I'interface air-eaypetivait former spontanément des fibrilles.
Les acides aminés du gluten ont été identifiés ceroomposants de ces fibrilféssans pour
autant identifier a la fois le type de prolaminepligué ni le mécanisme de formation des
microfibrilles. Par ailleurs, des études sur letgtua l'interface air-eau ont montré qu’une
succession de cycles de compression-expansion deuehe interfaciale conduisait a la
formation de ponts disulfures intermoléculaffe€Ensuite, avec les progrés réalisés sur la
purification des composants de la farine, des &tue pu étre réalisées sur les difféerentes
protéines. Kellé a montré que I'activité interfaciale des protéidaslé évoluait de la facon
suivante : gliadine > gluténine > globuline > albnenpour une sous-phase constituée d'un
tampon acétate, 0.01 M a pH 6, contenant 4 % dd.NaC

Cette évolution est en accord avec le classemestpdelamines selon leurs propriétés
hydrophobes mesurées par chromatographie d'intema¢tydrophob® : y-gliadine > a-
gliadine > Gluténine »-gliadine > Albumine + globuline

L'influence de la force ionique de la sous-phagéaétudié¥. De facon générale, I'ajout de
sels dans la sous-phase stabilise la couche puetéigerfaciale, ce comportement étant
attribué a une diminution de solubilité des gliadimvec une force ionique croissante.

Pour une force ionique élevée (0.1 M NacCl), Ornébm suggéré que dans le cas de
compression élevée d'une couche interfacialeoegiadines, les protéines n'étaient pas
éjectées dans la sous-phase, mais restaient assacidilm interfacial sous forme de boucles
protubérantes dans la sous-phase. La structurémdeda-gliadines a ensuite été étudiée par
AFM “8, Des films ont été réalisés par deux procédégéreifits : transfert sur une surface de
mica d'un film db-gliadines préparé a l'interface air-eau par lahtegue de Langmuir-
Blodgett, et adsorption atgliadines sur une surface de mica a partir d’'un&uteon
éthanolique. Les clichés obtenus par AFM en mogdpitg sont présentés figure 7. Le film
adsorbé apparait beaucoup plus rugueux que le tfidmsferé. Cette observation laisse
suggérer que le film adsorbé comporte des formesgags de gliadines et qu’il ne s’agit
donc pas d’une monocouche. De plus, des mesuriEsae réalisées par SFA ont montré
que les films transférés cdgliadines avaient des structures trés compacteguet leurs
interactions étaient dominées par des répulsi@wréktatiques a longue portée, alors que les
films adsorbés en solution éthanolique interagisggirincipalement par des forces stériques.

12
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100 nm

Figure 7 : Cliché de microscopie AFM de couchesrdgiadines déposées ou adsorbées sur
une surface de mica : (a) couche prélevée a I'fatsr air-eau par la technique de Langmuir-
Blodgett (7=20 mN/m), (b) couche adsorbée depuis une soldibanoliqué®.

c) Interface membrane-eau (vésicules - monocouche)

Jusqu’a présent, trés peu d’études ont été réalmédes prolamines a l'interface membrane-
eau. Une premiére approche a été réalisée parrRebel’aide de films de Langmuir, pour
étudier la compétition entre protéines et lipidesirpl’adsorption aux interfaces des bulles
gazeuses dans les pates. Cette étude a montré oquedps pressions interfaciales de
monocouches lipidiques peu élevées, les gliadiliesésaient a l'interface, alors qu’'a partir
d’'un certain seuil € 37 mN/m), les protéines étaient expulsées damnsols-phase. Par
ailleurs, une étude de l'influence des gliadines siles propriétés meécaniques d'une
membrane de vésicule géante a été réafiséea été montré que le module élastique de la
bicouche constituant la vésicule était augmentdgprésence de gliadines en solution. De ce
résultat, une interaction gliadine-membrane a peiddduite. Les gliadines ayant un caractere
hydrophobe, les auteurs ont proposé un modéleriadion des gliadines dans la bicouche.

13
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C. Biosynthése et assemblage des protéines de résataas le
grain de blé.

Le grain de blé mature contient 10 a 15 % de pme&j 80 a 90 % de ces protéines sont des
protéines de réserve stockées au niveau de I'albamglacé (figure 8), et servent de réserve
d’azote et de carbone pour la germination et le@pement futur de la plante

 Albumen
amylact

. — Péricarpe
\ Ast
1! pmﬁuu

Faisceau
noLETICiEr

Figure 8 : Représentation schématique d'une cogpgrdin de blé

Les protéines de réserve du grain de blé sont éysées durant le développement des
graines, par les ribosomes, dans le réticulum dadopque (RE) des cellules de I'albumen
amylacé. Ces protéines sont ensuite stockées sous fle corpuscules protéiques, organites
contenant une trés grande quantité de protéinesidie de stockage des protéines de réserve
permet une utilisation efficace d’'un espace linitét en permettant la dessiccation lors de la
maturation du grain, puis une bonne réhydratatibrdégradation pendant la phase de
germination™.

1. Routage des protéines de réserve

Deux voies de routage (figure 9) ont été identHfigmur la formation des corpuscules
protéiques dans le grain de Bfé*:

La voie sécrétoire classique, impliquant le passhgeprotéines par I'appareil de Golgi avant
le stockage dans des vacuoles.

La voie, plus originale, impliquant 'accumulatidies protéines directement dans le lumen du
RE, pour former des systémes denses en protéimesomf ensuite libérés dans le cytoplasme
de la cellule sous forme de corpuscules protéigques.corpuscules sont ensuite internalisés
dans des vacuoles.

14
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(f) Wheat endosperm

Figure 9 : Représentation schématique des deus\dsaoutage des protéines de réserve du
blé : a gauche, la voie sécrétoire classique, \@ppareil de Golgi ; a droite, formation de
corpuscules protéiques a l'intérieur du réticulundeplasmique, transport dans le
cytoplasme et internalisation dans des vacuolesupgorocédé analogue a I'autophatfie

La seconde voie conduisant a la formation de cotimpants dérivés du RE, attire de plus en
plus I'attention de la communauté scientifique deldyie cellulaire végétafe>®°"*8 En
effet, les protéines de réserve n’ont pas de séguda rétention type KDEL, et sont pourtant
accumulées dans le RE, sans étre considérées cal@snprotéines mal repliées qui sont
normalement dégradées (figure 10). Cette voie, ifigpée au monde végétal, permet de
stocker soit des protéines ou huiles de réservs, das enzymes hydrolytiques. Les
mécanismes regissant I'accumulation des protéinesean du RE et la formation des
corpuscules protéiques (CP) sont a I'heure actusdlieconnus.

RER — 7"1‘-_ . B W iy Pk
ey % -".:-n-cl.‘(-' f.‘. '._' "":: o : e .~ ‘! & V
\ n & \ 7__':_-_-4:‘_—.7: ! 5o 4
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Figure 10 : Corpuscules protéiques dans le cytapkasle cellules de I'albumen amylacé de
grain de blé, observés en microscopie €lectronigpegs immunomarquage a I'antigene
anti-)#gliadine (a et b). (a) Petits corpuscules prot@&@gPB) entourés de membrane du

réticulum endoplasmique rugueux (RER )- (b) Grapuscules protéiques détachés du RER

- (c) Corpuscules protéiques internalisés dansv@esioles (V) - Echelle 0.5 itn
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2. Accumulation des protéines de réserve au seintouém
endoplasmique

Dans la littérature, plusieurs facteurs pouvantezregn jeu dans les mécanismes de formation
des corpuscules protéigues via une accumulatiaeiaudu RE ont été proposeés :

Des protéines chaperones résidant dans le RE @mettbuvées dans la composition
des corpuscules protéiq§es’. Ces protéines sont connues pour assurer le megtie
des protéines natives, par la formation des pastdfdres dans le lumen du RE. Leur
réle dans I'accumulation des protéines de résansem du RE a été sugg®ré

Des protéines cargo, plus spécifiquement des mes¢aont également accumulées
dans les corpuscuf€s Ces enzymes sont responsables de la dégradasoprotéines
de réserve lors de la germination. Ces protéinesisment le signal de rétention
K/HDEL, dont la suppression induit la sortie vees \oie sécretoire plutbt que
'accumulation dans le RE. Il a donc été proposé (pur interaction avec les
protéines de réserves prévienne le passage deeg@serds par la voie golgienne. De
plus, il a été montré que la membrane des corpescpiotéiques contenait des
récepteurs qui jouent un réle dans la sélectiota etoncentration de ces protéines
cargo.

Le ciblage de 'ARN messager pouvant induire laatich de régions spécifiques de
formation des corpuscules protéiques a été évbqué

La concentration de protéines dans le RE semblerjan réle sur le type de voie
empruntée par les protéines de réserve. Danssksstjeunes, ou il y a de hauts taux
de biosynthése, la voie de I'accumulation seraitlggiée’>.

Des interactions entre les protéines de réserlesdipides de la membrane du RE ont
également été suggéréedes études biophysiques d'interaction entre doengdpété
de y-zéines (protéine de réserve du mais) et liposateePC ont été réalisées par
Koganet af®. Ces études montrent une augmentation de stailiié perméabilité
des liposomes lorsqu’ils sont en interaction awscdeptides dezéines.Un modéle
d’auto assemblage de ces peptides sur membradiglipiest proposé.

3. Spécificités du blé

Dans le cas du blé, la plupart des travaux ontéghlsés par I'équipe de Galili. Les résultats
marquant sont les suivants :

Il existe deux types de corpuscules protéiquesifé&raehciant par leur densité. Les
corpuscules peu denses ne contiennent que desngbadlors que les plus denses
contiennent gliadines, gluténines et protéines etrmyes BiP (Binding Proteind).

Les corpuscules denses résultent de I'accumulateomprotéines de réserve dans le
lumen du RE. Leur membrane est parfois recouvertebdsomes. Ces corpuscules se
détachent du RE et sont internalisés dans des lacde stockage, contrairement au
cas du riz ou du mais, oul les corpuscules restemthes au RE®
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* La y-gliadine seule peut former des corpuscules progsicgdenses dans le RE de la
levure, ces corpuscules sont de méme type que desicellules du grain de blé
naturel. La majorité deggliadines passent par la voie de I'accumulationsda RE,
alors que des protéines mutantes, sans domainenihtd, passent essentiellement
par la voie golgienn&’

» La synthese dg-gliadines mutantes dans des oocytes de Xénopenaspd attribuer
des voies de routage spécifigues aux domainesrirtal et C-terminal de la protéine
de réserve. Le domaine répété N-terminal, plusdplife, passe totalement par la
voie de l'accumulation alors que le domaine glolval&dydrophobe, C-terminal de la
protéine passe par la voie golgierifie.

* Des expériences de pulse-chase dans des oocytééndge ont montré que lgs
gliadines pouvaient diffuser librement & Il'inténiedu RE, contrairement a des
protéines mutantes (ou les cystéines sont rempguaredes sérines). Lggliadines
pouvant former des CP par la voie de 'accumulato®s expériences suggerent que la
voie de I'accumulation n’est pas simplement due&é agrégation rapide des protéines
de réserve qui ne sont pas solubles dans f&au.

» Des expériences vitro ont montré qu’une partie des protéines de réesgunmMalé était
soluble dans un tampon aqueux, et que les agrématgs par le reste des protéines
étaient issus d’interactions faibles. Les agréfatsés par des protéines de réserve
dénaturées (apres réduction des ponts disulfupgsgraissent plus stables et seraient
donc régis par des interactions plus foffes.

« Des expériences récentes d'immunocolocalisatisar des corpuscules protéiques de
blé ont montré que les deux types de corpusculeigues contenaient toutes les
catégories de prolamines. De plus, aucune orgamsaiarticuliere des différents
types de prolamines n’a pu étre observée.

D. Obijectifs et stratégie du travail de these

L’objectif de ce travail de thése s’inscrit dansvtdonté de compréhension des mécanismes
qui régissent I'assemblage naturel des protéineséderve de blé dans le grain. Les
biologistes ont montré que ces protéines étaiemtkées dans des organites, nommeés
corpuscules protéiques (CP), localisés essentietieians les cellules de I'albumen amylacé
de la graine. Deux voies ont été identifiees pauribgenése des CP du blé : la voie sécrétoire
classique, via I'appareil de Golgi, et une voiesptuiginale qui consiste en une accumulation
des protéines néo-synthétisées dans le RE, comtidsg&mergence des CP hors du RE. A
I'heure actuelle, les mécanismes qui gouvernewbia de I'accumulation sont incompris. En
effet, 'agrégation des protéines au sein du REda@nnormalement a la voie de la
dégradation destinée aux protéines mal repliédgsgtrotéines de réserve ne possedent pas
de motif de rétention dans le RE, du type KDEL.siRurs hypotheses ont donc été proposées
pour expliquer 'accumulation des protéines dansREe. L'une d’entre elles est l'auto-
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assemblage des protéines de réserve, couplé dhiamdtion de ces protéines avec la
membrane du RE. C’est cette hypothese que nousrexisl dans ce travail de thése, avec une
approche biophysique. De nombreuses études, ontréngu’il était possible de former des
CP a partir de protéines de réserve synthétisées aks cellules trés différentes de celles de
'albumen amylacée des graines, qui sont hautesgitialisées. Il a donc été suggéré que
'accumulation des protéines de réserve était foiginaent due aux propriétés intrinséques
des protéinéd. Ainsi, une approche biophysique apparait raisbienaDes protéines de
réserve modeles sont utilisées dans cette étwdegliadine et law-gliadine. Lay-gliadine

est considérée comme la protéine ancestrale deéimes de réserve, et a la capacité de
s’'assembler seule sous forme de corpuscules puetigar la voie de I'accumulation
lorsqu’elle est exprimée dans des systemes héggredo De plus, cette protéine possede un
domaine répété d’acides aminés, et un domaine ém¥té comme la plupart des protéines de
réserve. Law-gliadine, composée d’un unique domaine répété&hesisie comme modele des
protéines de réserve de type "S-poor". Elle reptéségalement un bon modele du domaine
répété de lg-gliadine.

Ce travail de théese se décompose en deux parties :

-La premiére partie est consacrée a l'auto-ass@mbies protéines de réserve dans des
milieux aqueux. L'étude bibliographique montre aeetains travaux ont déja été réalisés sur
des solutions de gliadines, mais souvent dans dksrdgs acides ou éthanoliques qui
permettent de solubiliser les prolamines. Cependaet étude réalisée avec des solvants
agueux, proches du contexte biologigue (pH neudist)nécessaire pour notre problématique.
Ainsi nous étudions l'auto-assemblage des protéiee®serve dans I'eau et a l'interface air-
eau.

-La seconde partie est consacrée a I'étude dedantion protéine de réserve — membrane
lipidique. A notre connaissance, deux études sexnénsuggérant une telle interaction, ont
été reéalisées a ce jour. Deux approches différestes engagées dans cette these. Dans un
premier temps, des protéines de réserve de bléissdriées dans des phases lamellaires de
tensio-actifs afin d’étudier le confinement dest@immes au sein d’'un systéme membranaire.
Ensuite, des protéines de réserve de blé sonttéegsous des monocouches de lipides a
I'interface air-eau afin de focaliser I'étude siimterface membrane-eau.
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CHAPITRE |l : MATERIEL ET METHODES

Dans ce chapitre, le matériel et les méthodese@silau cours de la these sont présentés. Afin
de répondre au diverses questions posées par hEpratique, plusieurs types de systéemes
ont été mis en place et étudiés au cours de cailtrainsi, le matériel et les techniques

expérimentales ne sont pas présentés de maniemasgiie, mais dans le cadre spécifique des

systémes étudiés.
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A. Matériel

Le matériel utilisé dans ce travail est d’origin@renerciale pour ce qui est des solvants,
tensioactifs et lipides, alors que les protéineséderves sont issues de la purification de la
farine de blé réalisée par Jean-Pierre Compoiitogtinique Melcion a I'INRA de Nantes.
Le protocole de marquage deylgliadine par un fluorophore a été mis au pointewrs de la
these.

1. Gliadines
a) Purification

(1) Protocole de purification

Les gliadines utilisées pour ce travail de thése &é purifiées a I'échelle préparative, a
I'INRA de Nantes, a partir d’'une farine de blé devhriété Hardi.

Dans un premier temps, les gliadines totales sbt#noies a partir de la farine, par lavage a
I'eau pour extraire I'amidon et les fibres, puisdge au dichlorométhane pour extraire les
lipides. Enfin les gliadines sont extraites du gfuavec une solution eau/éthanol 30/70. Les
gliadines totales sont ensuite dialysées conteal)'@uis contre I'acide acétique pendant une
semaine pour étre congelées et lyophilisées.

Dans un second temps, les gliadines totales sautidnnées par plusieurs méthodes
chromatographiquégour obtenir des-gliadines lentes et dess-gliadines. Le protocole est
résumé par le schéma ci-dessous (figure 1):
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Gliadines totales

Chromatographie échangeuse d’iorls
sur carboxyméthylcellulose isocratigye
pH 3.6

/ M

a/B-gliadines

Gluténines

+ y-gliadines

+ w-gliadines

Chromatographie échangeuse d’'ions
sur sépharose sulfopropyl en gradignt
pH 3.6

v
y—gliadines

a/B-gliadines

h

+ tracesB—gliadines

Chromatographie en phase inverge
sur nucléosyl C18 gradient
eau/acétonitrile/TFA

v

Ys-Oliadines

Yas-gliadines

b

+ B-gliadine

Chromatographie en interaction hydrophobe
sur phenylsépharose gradient
lactate/ammoniac pH basique

v
B-gliadines Yas—0liadines

B

Figure 1 : Schéma du protocole de purification déadines
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Dans un premier temps, les gliadines totales sassges en chromatographie échangeuse
d’ions CM92 (Whatman) isocratique a pH 3.6. Le tamp d’élution est composé de lactate
de sodium 0.01 M et d'urée 2 M, ajusté au pH 3r6apeut d’acide lactique. Le tampon B a la
méme composition que le tampon A auquel a été @jolt M de NaCl. La colonne utilisée
est le modele XK 50/150 et le débit est de 5 mL/rhes étapes d’élution sont les suivantes :
0 % d’éluant B pendant 80 minutes, 50 % d’éluameBdant 40 minutes et de nouveau 0 %
d’éluant B pendant 40 minutes. La solution de gtied totales injectée est préparée a partir
de 10 g de protéines lyophilisées, solubilisées &0 mL de tampon A, agitée une nuit a
température ambiante, puis centrifugée a 55000nd@grg 20 minutes.

w-gliadines - Iiadinesa/B gliadines
lentes Gluténines 94 + y-gliadines
DO??C Cse (0/0)
0,5 - 60
0,4 T 90
0.3 + 40
+ 30
0.2 + 20
0.1 + 10
0 T N T T T T 0
0 200 400 600
Ve (mL)

Figure 2 : Profil de séparation des gliadines tesisur gel de CM 92. En bleu, absorbance a
220 nm, en rose % d’éluant B.

Les fractions de gliadines collectées sont (fig)re
- w-gliadines lentes a 50 < Ve <100 mL
- Gluténines 4 100 < Ve <130 mL
- w-gliadines rapides a 130 < Ve < 190 mL
- a/B ety-gliadines a 420 < Ve <520 mL

Les fractions obtenues sont ensuite mises en dialystre de |'eau permutée pendant 2 jours,
puis contre de 'acide acétique 0.01 M pendanugsjsupplémentaires.

Ce sont lesw-gliadines lentes résultant de cette premiere cmoqui sont lyophilisées et
utilisées dans ce travail de thése. Cependantdaiutenir desyss-gliadines, d’autres étapes
de purification sont nécessaires.

Ainsi dans un second temps, la fraction dialységar@mnta/p3- ety-gliadines est déposée sur
un gel de Sépharose afin de séparer df3-gliadines (figure 3). La chromatographie
échangeuse d’ions sur Sépharose sulfopropyl fast((GE Amersham Pharmacia Biotech) en
gradient, pH 3.6, est utilisée. La colonne, leséts et le débit sont les mémes que dans la
premiére étape. Une élution en gradient linéaiteréalisée: 0 % d’éluant B pendant 50
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minutes, obtention de 30 % d’éluant B en 1226 nesubbtention de 100 % d’éluant B en 2
minutes, puis 100 % d’éluant B pendant 200 minutes.

0,
0,25 1 DO220 =00
027 y-gliadines (44 et 46 T80
0,15 - B-gliadines (traces) T 60

~ a/B-gliadines

2
0 \ ‘ 0
0 500 Ve (ML) 1000

Figure 3 : Profil de séparation des gliadines tesisur gel de Sépharose SP

Les fractions dey-gliadines sont groupées, dialysées contre dedéaeicétique 0.01 M et
lyophilisées.

Dans une troisieme étape, cette fraction conteleantgliadines et des traces figgliadines
est passée en chromatographie a polarité de phesesé sur Nucléosil C18 (300 Ay,
Interchim). Le solvant d’élution est un gradiengall/acétonitrile/TFA (solution A : eau/TFA
0.1 %, solution B : acétonitrile/TFA 0.08 %). Lebitéest de 18 mL/min, et le gradient permet
de passer de 34 a 53 % de B en 25 minutes. Laiwoluijectée est préparée a partir de
300 mg dey-gliadines, dissoutes dans 20 mL de tampon A pentidreure a température
ambiante, puis filtrées sur 0.45 um (Sartorius,lipbre). Le profil est suivi en milli-
absorbance (mAU) (figure 4). Cette étape permeagarer legss-gliadines.

mAU gradient (%)
500 - 55
400 - o + 50
a0 | Yasgliadine | 4 1 » Yargliadine
B-gliadine
200 - + 40
100 - +35
O T Vi S T 30
0,00 10,00 Ve (%I,??o 30,00 40,00

Figure 4 : Profil de séparation en phase inverseléasil C18

Afin de purifier lesy46-gliadines, une derniere séparation chromatogyaplest réalisée par
interaction hydrophobe sur phenylsépharose avegragient lactate/ammoniac a pH basique
(figure 5). Le tampon A, de pH 3.6, est composéagtate (0.01 M) et d’'urée (0.5 M) ; le
tampon B est composé d’ammoniac a 25 % (pH 11)aesdlution C est composée
d’ammoniac et d’éthanol a 70 %, pH 11. Le débitdesf0 mL/min. Pendant les 12 premiéres
minutes, I'élution est réalisée avec un mélangetamepons A (65 %) et B (35 %), puis
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pendant 10 minutes avec 100 % de tampon B. Ensuitgradient linéaire de tampons A et C
est réalisé pour obtenir 53 % de tampon C, endilution est maintenue avec 53 % de tampon
C pendant 5 minutes.

700MAU gradient (%}s
o L
5 - . . . .
a0 | Yesgliadine 45 P-gliadine
300 - 1 40
200 -
100 - T

0 i) ‘ ‘ 30

0 10y, (mL)%° 30

Figure 5 : Profil de séparation chromatographierd&raction hydrophobe

Les fractions purifiées sont ensuite dialyséesreode I'acide acétique, puis congelées et
lyophylisées pour étre stockees.

(2) Caractérisation des protéines purifiées

Les protéines purifiées ont été caractérisées Ipammatographie de phase inverse (mémes
conditions que I'étape 3 de purification), et pgedrométrie de masse. Les résultats
chromatographiques sont présentés figure 6. Letidres purifiées sortent de la colonne a un
volume d’élution bien défini.
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gliadines totales

250 1 120
€200 { 100
e
Q
150 150
@
g
g100 608
Q.
o
w 50
‘D 40
c
8 o
20
-50
1 1 1 1 1 1 1 1 O
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Volume d'élution (ml)
w-gliadines lentes o
Y46 gliadine
600 120 250 ——— 120
g500 - 1 100 g200 - { 100
c e
& Q
400 - 180 150 - 180
(S ©
%300 S
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g 1608 g J 60
5 g
o 200 - @ 50
5 40 D 140
©100] 3
8 / - a 0p L]
120 420
or ) 50 A’
1 1 1

1 1 1 1 O
20 30 40 50 60 70 80
Volume d'élution (ml)

1 1 1 1 1 1 1 1 0 L

0 10 20 30 40 50 60 70 80 0 10
Volume d'élution (ml)

Figure 6 : Caractérisation des fractions de gliagintotalesyse-gliadines etws-gliadines

lentes par chromatographie de phase inverse.

Ensuite, en sortie de colonne chromatographiqsepietéines purifiées ont été caractérisées
par spectrométrie de masse de type infusion arétray (ESIY. Les résultats sont résumés
dans le tableau suivant :

Fraction % de population Masse molaire Ecart type
(g/moal)
Vas-gliadine 81 35185 0.68
19 34 614.18 1.63
w-gliadine 100 42 734.28 1.8

Tableau 1 Caractérisation des fractions de gliadines totalgs.gliadines etw-gliadines
lentes par spectrométrie de mass.e

Deux populations de masse molaires relativementhg® sont mises en évidence dans la
fraction deyse-gliadines purifiees alors qu’une seule populaish détectée dans la fraction

de w-gliadines.
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b) Marquage fluorescent de lay-gliadine

(1) Type de marquage
Afin de réaliser des observations en microscopidlutrescence et des mesures de FRAP
(Fluorescence Recovery After Photobleachingydagliadine a été marquée avec une sonde
fluorescente : la tétraméthylrhodamine isothiocy@angTRITC, mélange d'isomeéres,
Invitrogen).

Mw=536 g/mol
Aexc=D44 nm
Aen=D72 NM

Figure 7 : Molécule de TRITC

Ce type de sonde se lie de fagcon covalente avgudédines par le biais de la réaction décrite
dans la figure 8. La fonction isothiocyanate du guoaur réagit avec des fonctions amines
aliphatiques déprotonées. Dans les protéines, auver des fonctions amines aliphatiques
dans les lysines et en N-terminal. De fagon a gdedefonctions amines de la protéine sous la
forme non protonée, la réaction de marquage dddisza pH basique.

S

o T .

RIN=C=s + R°NH, —> RINH—C —NHR®
Isothiocyanate Thiourea

Figure 8 : Réaction de marquage de type isothinaya

Cependant, les gliadines ne sont pas solubles desssolvants aqueux a pH basique, et
contiennent peu de lysines dans leur séquence ipgirfral %). Des études ont donc di étre
réalisées pour optimiser un protocole adaptéyegliadines.

(2) Techniques d’étude du marquage

Le taux de marquage des protéines a été évalugppatroscopie UV-Visible (voir suite du
chapitre 2). La concentration du marqueur a étéraéhée a partir de sa bande d’adsorption
spécifique & = 553 nm, qui a un coefficient d’extinctier 112 cn.L.g dans I'eau:éthanol
(45:55), et la concentration de gliadines été déterminée grace au pic d’adsorption a
A= 280 nm caractéristique des acides aminés chroonephtels que la tyrosine, la
phénylalanine et le tryptophane. Cependant le neamgabsorbe également a la longueur
d’onde caractéristique des protéines, et sa canioib a donc di étre prise en compte de la
facon suivante :

AproFAzgo-F.A553 Equation 1
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Avec Ao I'absorption corrigée de la proteine, M valeur d’absorption mesurée a i nm, et F
le facteur d’adsorption du marqueur a 280 nm, é&valu le spectre d’absorption du marqueur
seul par le calcul suivant :

F= Azgo/A553 Equation 2

La présence de marqueur libre dans la solutionrdgipes marquées a été déterminée par
chromatographie d’exclusion stérique (SEC). Marguiue et protéine on pu étre dissociés
sur une colonnd SK-HW-55- F, avec un éluant eau:éthanol (45:56)dabit de 0.5 ml/min,

et une détection UV a 220 nm.

bY

La nature du marquage a été évaluée grace a upnmt des protéines marquées, a
I’hydroxylamine, composé réagissant fortement aleeanarqueur libre, ou le marqueur
faiblement lié a la protéine. Le protocole estuwant :

- Ajout d’'une solution d’hydroxylamine 5 M, pH 8(&justé avec NaOH), a la solution de
protéine marquée, de fagon a obtenir un ratio masdiydroxylamine/protéine =1.

- Incubation 1h a température ambiante sous amitati
- Dialyse pendant 2 jours avec un boudin a seudadgure 12 -14 000 g/mol.

- Mesure du taux de marquage et estimation derta de marquage due au traitement.

(3) Résultats de I'étude du marquage des gliadines
Différents parametres du protocole de marquagelitdines ont été etudiés :

- le ratio molaire marqueur / protéine introduindde milieu réactionnel
- la durée d’incubation des protéines avec le maugu

- la température d’incubation des protéines avesdegueur

- I'effet de la lyophilisation du produit marqué

- le solvant du milieu réactionnel (solvants test@u:éthanol (45:55), tampon pH9, tampon
pH9:éthanol (45:55), tampon pH9:dioxane (80:20))

Il en résulte que la lyophilisation n'a pas deffstir le taux de marquage alors que
'augmentation du ratio initial marqueur / protéine durée et la température d’incubation
permettent d’augmenter le taux de marquage finaltyppe de solvant utilisé ne semble pas
avoir d'effet remarquable sur le taux de marquadesemesures de SEC ont montré qu'il n’y
avait pas de marqueur libre dans nos solutions I@daliges marquées. Cependant, des
traitements successifs de gliadines marquée arbhythmine ont montré que le marquage
n'était pas tres stable dans le cas du solvané#enol. Du fait que le milieu réactionnel ne
soit pas basique, il pourrait s’agir d’'un marquags sérines et non pas des lysines, ce qui
impliquerait une liaison ester, instable dans l'daes gliadines n’étant pas solubles dans les
tampons basiques, le solvant de solubilisatioradedtéine le plus propice a la réaction s’est
révélé étre un mélange tampon pH 9 (bicarbonat®.-Ethanol. Ce type de solvant permet
un marquage covalent qui n'est pas altéré paragements a I'hydroxylamine.
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(4) Protocole adopte

Le protocole de marquage degliadines utilisé dans le cadre de cette thesk estivant :

Préparation d’'une solution de protéine a 10 mg/nansd une solution : tampon
bicarbonate (0.1 M) pH 9 : éthanol (45:55).

Préparation d’une solution de marqueur 10 mg/mlsahnDMSO.

Ajout de la solution de marqueur dans la solutierptbtéine ratio molaire marqueur/
protéine = 10.

Incubation pendant 7 heures, a 50 °C, a l'abri deldmiere, sous agitation
magnétique.

Dialyse de la solution dans un mélange eau:eth@®oil55) pour éliminer I'excés de
marqueur.

Mesure du ratio final marqueur/ protéine.

Lyophilisation

Ce type de protocole permet d’obtenir un ratio rnnelmarqueur/ protéine ~ 1.

2. Solvants

a) Solubilisation

Les gliadines ne sont pas solubles dans les milégpeux a pH neutre. Elles peuvent étre
solubilisées dans des mélanges eau-éthanol, oudgarsolutions acides (pH 3). La solubilité
instantanée deg-gliadines en fonction du rapport eau-éthanol (\@e} présentée dans la
figure 9. Les mesures ont été réalisées par meadeireoncentration (spectroscopie UV-
Visible) de mélanges solvant-gliadine, filtrés @Dum.
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Figure 9 : Solubilité de lg«gliadine dans des mélanges eau-éthanol déternpag&a

mesure de concentration en spectroscopie UV-Visiptes filtration sur 0.05 pum.
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Dans ce travail de théese, les gliadines sont didébs dans des mélanges eau-éthanol 45:55
pour des raisons historiques.

b) Contexte biologique

Les conditions de solvant dans la lumiére du r&tiouendoplasmique des cellules de
I'albumen du blé ne sont pas vraiment connues. &&gd, le pH de la lumiere du réticulum
endoplasmique est estimé proche de la neuffaliinsi, dans le cadre de cette thése nous
essayons, autant que possible, de travailler dasssadlvants aqueux a pH neutre. De fagon
générale nous travaillons soit avec de I'eau ultrepsoit avec un tampon phosphate, pH 7.2,
0.05 M.

3. Membranes

a) Membranes biologiques

De facon générale, les membranes biologiques ahtdepositions complexesElles sont
principalement composées d’'une bicouche de phogthed, mais contiennent également du
cholestérol, des protéines transmembranaires gihgeiques, et des oligosaccharides fixés
sur des protéines ou des lipides (figure 10). Leamposition varie selon le type de
membrane cellulaire, le stade de développememisdatteurs environnementaux, de fagon a
remplir un role tres spécifique.

protéine globulaire

Figure 10 : Représentation schématique d’'une menehiologiqué

Dans le cas du blé, la composition lipidique ductdtim endoplasmique des cellules de
'endosperme n’est pas connue a I'heure actuekpe@dant, il a été montré que I'albumen
amylacé du blé contenait une quantit¢ remarquablemenportante de N-

acylphosphatidylethanolamine, qui pouvait représenjusqu'a plus de 50 % des
phospholipides lors de la phase de déshydratagdreddospermie Ces phospholipides sont
généralement produits lors de changement dégéiséoatide maladies cellulaires. On peut
donc supposer que ces lipides ne sont pas forcamegotitaires lors de I'étape de formation
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des corpuscules protéiques. Par ailleurs, il aré&étré que les phospholipides majoritaires
de la membrane du réticulum endoplasmique du migiené des phosphatidylcholines
(PCY et que la charge globale de la membrane étaittinégainsi, dans le cadre de notre
étude, nous travaillons avec des membranes mottéesimplifiées composées d'un seul
type de lipide : soit de la PC car elle est le phosipide majoritaire, soit de la PG pour
étudier I'effet de la charge négative.

b) Auto-association des lipides et tensio-actifs

Les lipides et tensio-actifs sont des moléculessditmphiphiles, de par I'existence au sein de
la méme molécule, d’une partie hydrophile et d’yraetie hydrophobe. Cette organisation
particuliére leur confere des propriétés singusiedauto-organisation. Les molécules
amphiphiles sont, en solution dans I'eau, susclkestithe former une grande variété d’agrégats
supra-moléculairéd tels que des micelles sphériques ou cylindriqdes,membranes ou des
vésicules. A l'interface air-eau, ces moléculesigaorganisent sous forme de monocouches.
Deux types de membranes modeles sont utilisésatesthese : des bicouches de molécules
amphiphiles organisées en volume sous forme deepHamellaires et des monocouches de
lipides a l'interface air-eau.
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Figure 11 : Représentation schématique (a) d’'unespHamellaire (b) d’'une monocouche a
l'interface air-eau.

Les phases lamellaires sont des empilements péuesli(d) de bicouches d’épaissé,r
séparées par une couche aqueugg ¢ibnt I'épaisseur varie selon la dilution du sys¢. On
a donc d = + d,. Pour un échantillon homogéne et monophasiqueériadicité de la phase
lamellaire est reliée a la fraction volumique emrbeane @), par I'expression :

@ =0/d Equation 3
Avec @, la fraction volumique en membrane dans I'échantill

Ces phases apparaissent dans des domaines cosckntlidgramme de phases de molécules
amphiphiles dans I'eau. Il existe au moins trojsety d’organisations des molécules au sein
d’'une bicouche dans les systemes lamellaires:daeh, laphase k' et la phasd?’ (figure
12). Dans la phase;Lphase lamellaire fluide, I'organisation des malés est de type liquide
au sein de membranes planes en moyenne. Dansda ghades membranes sont déformeées
de maniere périodique. Les molécules sont alorergéament inclinées par rapport a la
normale aux couches et sont organisées au seimeedranes. Enfin, dans la phasg, L
phase lamellaire gel, les molécules sont inclipgggapport a la normale aux couches et sont
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organisées au sein de membrane planes. Dans ed traus utilisons des phaseg qui sont
les plus proches des membranes biologiques.

A Ml - T
il SO WCHE
l m, mm, oL o oo o

(a) (b) (c)

Figure 12. Description des différentes phases l&irek recensées. Dans la phase L
(a), l'ordre des molécules est liquide au sein biesuches. Pour les phaseg fb) et
Ls (c) les molécules sont organisées selon un ordasiecristallin et sont inclinées par
rapport a la normale aux couches.

Dans les régimes tres dilués, les lipides en voladaes I'eau sont en équilibre avec des
lipides adsorbés a I'interface air-eau sous formendnocouche. La concentration interfaciale
de lipides augmente avec la concentration en lpide systeme, et peut ainsi former
différentes phases 2D : gaz, liquide expansé,d&abndensé, solide (figure 13).
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Figure 13 : Isotherme typique d’'une molécule ampihépétalée & la surface de I'eau plte
Les schémas illustrent les configurations des nubdécdans chacune des phases (G : gaz,
LE : liquide expansé, LC : liquide condensé, Slids).

Pour des concentrations en volume supérieurescaneentration micellaire critique (cmc),
les lipides s’auto associent dans I'eau sous fatmenicelles et la concentration interfaciale

n'évolue plus.

c) Composition des membranes modeles

Les lipides et tensio-actifs utilisés dans ce titgraur former des membranes modéles sont
les suivants :
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(1) C12E5/Hexanol

Dans un premier temps un systéme de tensio-agtifhétiques est utilisé pour étudier les
gliadines dans des phases lamellaires. Il est ceéndun mélange de pentaethylene glycol
monododecyl ether (GEs) (Nikkol Chemical) et d’hexanol @Eo) hydraté dans I'eau. Ce
systéme, longuement étudié au laboratir@résente I'avantage de former des phases
lamellaires qui possedent une large gamme de aliiupermettant d’atteindre des épaisseurs
de couches aqueuses allant de 1 a 100 nm. Le tappssique hexanolfgEs utilisé est 0.29.

Il s’agit d'un systeme neutre.

P :
035— & T, & o <>
O < . O <> I H-(OCH;H,)sOCH,(CH,)10CH3
0.30 — * CHs-(CH,)s-OH
T I o B 2|
~so  ©
0.25— m \‘“\.o o

0.20 — m B O

I R R R B
0 20 40 60 Pn(%)

Figure 14 : Diagramme de phases du systeme{Hexanol/HO en fonction du rapport
0 = Hexanol/GEs pour une température de 22°CLes différentes phases identifiées sont :
phase épongesl(4) ; diphasique micelles + phase lamellairg (&) ; phase lamellaire L
(O) ; isotrope ( ). A droite, représentation des molécules de Cl&Htexanol.

(2) DHPE

Pour évaluer le coefficient de diffusion d'un lipidinsérée dans une membrane de
Ci2Es/Hexanol par FRAP du 1,2-dihexadecanoyl-sn-gly@mhosphoethanolamine (DHPE)
marqué a la fluorescéine a été utilisé. Ce lipidergué est couramment utilisé comme
marqueur fluorescent de membraiies
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Figure 15 : Représentation de la molécule de DHRIEguée par de la fluorescéine.

(3) DMPC
Dans un premier temps, les monocouches de lipiolesréalisées avec du 1,2-Dimyristoyl-
snGlycero-3-Phosphocholine (DMPC) (Bachem). Ce phoBpide zwitterionique est un
constituant majeur des membranes biologiques. pirésente 18.9 % des lipides des
membranes plasmiques du mais par exeMp(@e phospholipide est utilisé pur dans la
monocouche de fagcon a simplifier I'analyse des Ité®) notamment en spectroscopie
infrarouge.
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Figure 16 : Diagramme de phase 2D du DMPC a l'ifaee air-eau a température ambiante.
A droite, représentation de la molécule de DMPC

Son isotherme de compression a l'interface 2D (&glL6) présente une phase gaz et une
phase liquide unique. De méme que les membrané&mlgaes, les monocouches de DMPC
ne présentent pas de transition de phase : liggipgansé - liquide condensé.

(4) DMPG

La plupart des membranes biologiques sont globaleteargées négativement. De facon a
tester I'effet de cette charge, des monocouche$,2®imyristoylsnGlycero-3-[Phospho-
rac-(1-glycerol)] (DMPG) ( Avanti Polar Lipids) sbatilisées. Le diagramme de phases 2D
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du DMPG (figure 17) présente une transition de pHagiide expansé — liquide condensé a
une pression de 15 mN/m a température ambiante.
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Figure 17 : Diagramme de phase 2D du DMPG a l'iféee air-eau a température
ambianté®. A droite, représentation de la molécule de DMPG

B. Méthodes
1. Etude des solutions

a) Spectroscopie UV-Visible

Dans le cadre de cette these, la spectroscopie 19N est utilisée pour mesurer des
concentrations et évaluer des états d'associafette techniqueé mesure I'atténuation de
'absorption d'un rayonnement de longueur d’onderialde, A, par une solution.
L’absorbance (ou densité optique) mesurée estidéfala facon suivante :

A=-log(1/10) Equation 1

Avec A I'absorbance ou densité optiqug/'intensité du rayon incident et | celle du rayon
émergeant. De facon générale, les mesures réatisgedes différences entre absorbances de
solutions et celles de leur solvant pour extraakedorbance du soluté.

Dans la gamme de longueur d’onde ou le soluté oihlespas, on peut mesurer une densité
optique non nulle liée a la turbidité de I'échdatil Celle-ci est liée a la présence d’objets
dans I'échantillon qui diffusent la lumiére incidenLeur taille est de I'ordre de grandeur des
longueurs d’onde du visible. Dans le cas des gieslila turbidité a la longueur d’ondk est
évaluée par une régression linéaire de la dengitguz mesurée entre 350 et 450 nm :

t=ait+b Equation 2
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Pour mesurer la concentration des gliadines ertiso|uon utilise le pic d’adsorption a 280
nm lié a la présence d’acides aminés chromophetesgjtie la tyrosine, la phénylalanine et le
tryptophane dans la protéine. La valeur de demgitigue a cette longueur d’'onde, corrigée
de la contribution de la turbidité, permet de mesla concentration de protéines dans la
solution grace a la loi de Beer-Lambert :

A:.= A, -t =¢.l.C Equation 3

Avec A. I'absorbance corrigée a 280 nmy, Rabsorbance mesuréela turbidité a 280 nng
le coefficient d’extinction de la protéine étudié€epaisseur de la cuve et C la concentration
de protéine dans la solution.
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Figure 18 : Spectre UV corrigé de Jegliadine dans eau-éthanol

Les coefficients d’extinction de kagliadine et de lav-gliadine ont été mesurés en solution
eau-éthanol et valent respectivement 0.5 et 0:3ghtL (figure 19) :
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Figure 19 : Courbes de calibration des coefficiedisxtinction de laygliadine (a gauche) et
de law-gliadine (& droite) :&.giagine=0.5 cm'.g".L et&ugiadine= 0.31 cnit.gt.L

L’appareil utilisé est un spectrophotométre UV-¥isiUnicam UV4, et les échantillons sont
analysés dans des cuves en quartz de longuerajeeaptique 1 cm, ayant un volume réduit.
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b)  Spectroscopie infrarouge — Dichroisme Circulaire \brationnel
(VCD)

La spectroscopie infrarouge a transformée de FoyR&IR) en mode réflexion totale
atténuée (ATR) est utilisée dans ce travail, pobteir des informations concernant la
structure secondaire des gliadines sous forme ddrpmu en solution. Une description du
principe de spectroscopie FTIR peut étre trouvées da littératurf’. Le mode ATR permet
d’obtenir des spectres de matériaux fortement élasts, ne pouvant étre facilement obtenus
en transmission. Son principe est le suivant : amde infrarouge pénétre un cristal d'indice
de réfraction élevé (supérieur a celui de I'échiami et transparent dans l'infrarouge. Pour
un angle d’incidence supérieur a I'angle critigtemnde est totalement réfléchie sur la surface
en contact avec l'air. Cependant, du coté aiimterface, il existe une onde évanescente, dont
le champ électrique peut interagir avec les modassdrptions d'un échantillon placé contre
le cristal. Cette onde est localisée et ne pérdns I'échantillon que sur une épaisseur de
I'ordre du micron. Lorsqu’on s’approche d’'une loegud’onde d’absorption de I'échantillon,
une partie de I'énergie est absorbée ce qui indhét atténuation du rayonnement réfléchi.
Ainsi l'intensité du rayonnement réfléchi varie avia longueur d’onde, comme pour un
spectre d’absorption et les spectres sont repEsent -logy(R/R0O).
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Figure 20 : Schéma de fonctionnement du module ATR

L’appareillage utilisé est un spectrometre infrg®ua transformée de Fourier (Nicolet
Magma 550) équipé d'un détecteur MCT refroidi &dte liquide et d’'un cristal ATR de
germanium.

Des notions fondamentales sur la structuration gleseines et les bandes d’absorption
infrarouge des protéines seront nécessaires patarprétation des spectres. Ces notions sont
décrites en annexe A et B.

La spectroscopie infrarouge ne permettant pas w@selution parfaite des structures
secondaires, des expériences ont également étéséesal en dichroisme circulaire
vibrationnet® (VCD). Son princip& repose sur I'absorption d’une onde infrarouge fsée
circulairement droite ou gauche. Le signal VCDdedtni comme la différence d’absorbance,
d’'un échantillon composé de molécules chiralesteenhe onde polarisée circulairement
gauche et une onde polarisée circulairement droite

Svco= AgAg
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Dans le cas des protéines, qui sont des moléchiedeas, les spectres de VCD montrent des
formes de bandes amide | caractéristiques dedwtegcsecondaires, mieux résolues qu’en
spectroscopie infrarouge puisque les bandes peétenpositives ou négatives (figure 21).
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Figure 21 : Spectres VCD caractéristiques d’héliceg), de feuilletsBb) et d’hélices de
type PPII (c). Ces spectres sont ceux de polypeptida) polybenzylglutamate (b) polylysine
a pH basique (c) poly-L-proline.

Ces expériences de spectroscopie ont été réal@éadCM (Université Bordeaux 1) en
collaboration avec Bernard Desbat et Thierry Befhet
Cc) Spectroscopie Raman

La spectroscopie Raman confocale est utilisée dangravail pour étudier les modes
vibrationnels des protéines, dans des contextesl @3t important de cibler des zones
d’échantillon. La spectroscopie Raman est basé&diiffusion inélastique des photons, qui
ont interagit avec les nuages électroniques deéaulai$’.
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Figure 22 : Représentation schématique de I'absorpinfrarouge, de la diffusion élastique
et de la diffusion inélastique.

Tout comme la spectroscopie infrarouge, la spectime Raman permet de sonder les modes
vibrationnels des molécules. Cependant les reglesetbction pour ces deux spectroscopies
sont différentes : le faisceau infrarouge est diisdorsqu’il y a un changement de moment
dipolaire permanent, alors que l'effet Raman esiséapar une oscillation du moment
dipolaire induit. Ainsi I'intensité des bandes dgférente selon les spectroscopies et certains
modes vibrationnel ne sont observés que dans b@&sespectroscopies. L'étude des modes
vibrationnels des protéines en Raman, permet deeatates informations sur les structures
secondaires des protéines grace aux bandes amidkss informations sur les acides aminés
aromatiques (phénylalanine, tryptophane, tyrosine) présentent des raies intenses.
L’appareil utilisé est un spectrometre LabRAM HRO&E Jobin Yvon HORIBAuUtilisé avec

un objectif 10x.

d) Diffusion dynamique de la lumiere (DLS)

La technique de diffusion dynamique de la lumiést @tilisée pour mesurer le rayon
hydrodynamique d’objets en solution, de taille casg entre quelques nanometres et
quelques microrfs. La diffusion dynamique de la lumiére mesure Unetfiation d’intensité
diffusée en fonction du temps. Les variations @msité diffusée correspondent a des
fluctuations de fréquence liées a celles de la eatnation et de la densité qui sont de type
gaussienne. Ainsi peut étre introduite une fonctitauto-corrélation gt), image de cette
diffusion Brownienne de l'intensité diffusée (l)rgas objets en solution :

<I(q,0)I(g,t)>= 12(q,t)+a.¢f(q,t)  Equation 4

Pour n populations monodiperses d’objets sphériduesiste le modéle suivant :
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0:(g,t)=by.exp(-thy)+ b.exp(-tho)+...+ b,.exp(-tk,) Equation 5
$h =1
avec i=0

ett;, les temps de relaxation : 1
T. =

| D .qz

Equation 6
D; les coefficients de diffusion translationnels dbgets et q le vecteur de diffusion défini par
I'expression suivante:

_4nn . ¢ Equation 7
2

Avec n l'indice de réfraction du milied, la longueur d’onde du rayonnement incidené et
I'angle de diffusion.

Le rayon hydrodynamique d’objets sphériques entismlest relié au coefficient de diffusion
translationnel par la relation de Stockes-Einstein

R, = kT Equation 8
6.7117.D
Avec k, la constante de Boltzmann (1,3806503°1 kg s? K™), T la température etla

viscosité du milieur{cau= 10° Pl & 20 °C).

Pour une sphere, le rayon hydrodynamique estaali&yon de giration par la relation
suivante :

R2 = §.R2 Equation 9
9 5 H

Ainsi, en ajustant la courbe expérimentale dautoéation d’'une solution d’objets
sphériques par I'équation 8, il est possible deerddéiner les coefficients de diffusion des
objets, et de calculer les rayons hydrodynamigoegspondants.

Pour des solutions polydisperses d’objets sphésique modéle d’exponentielle étirée est
utilisé :

01(0,t)=b.exp(-tte) Equation 10

avecrtele temps de relaxatianoyen et le coefficient d’étirement traduisant la polydispte
en tailles de I'échantillon (@«1).
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Echantillon
dans une cuve
adaptatrice
d’indice,

Laser
rouge

Filtre de Corrélateur

Polariseur longueur

Filtre
d’intensité

photomultiplicateur

Figure 23 : Schéma du montage de diffusion dynaenégula lumiére

Les expériences sont réalisées sur un montagerdfigl), développé au laboratoire, qui
utilise un Laser Coherent Innova 90 (Kr-lon) opérai= 647.1 nm. Les échantillons sont
immergés dans une cuve remplie de décaline isatéfeaavec le verre, thermostatée a I'aide
d'un bain Haake. L’angle de diffusion entre le ¢aigu incident et I'axe du détecteur peut
varier entre 20° et 140°. Le détecteur est un phatoplicateur Philips monté sur un

goniometre, et le corrélateur, qui calcule la fanctd'auto-corrélation temporelle a partir du
nombre de photons diffusés arrivant sur le détecest digital de marque Brookhaven BI-
9000 A.

e) Microscopie a Force Atomique

Afin de visualiser les modes d’assemblage des ipegéde réserve a I'échelle moléculaire,
des expériences de microscopie & force atomiqudjAgont réalisées. L’AFKF* est une
microscopie a balayage qui utilise les forces diiattion entre une pointe trés fine et une
surface pour caractériser la surface d'un échantilLe schéma de principe est présenté dans
la figure 24. Une pointe positionnée au bout d’uorolevier (cantilever) est déplacée sur la
surface de I'’échantillon. La mesure de la déflectin microlevier, s’effectue par la lecture
d’'un faisceau laser réfléchi sur ce dernier, gidsition de la tache laser est déterminée grace
a une photodiode segmentée, qui donne acces augsadg déflexion et de torsion de
I'extrémité du cantilever. En fonction de ce sigri@eldéplacement de I'échantillon par rapport
a la pointe est commandé par une boucle de rétséde et un moniteur. Dans notre
montage, I'échantillon est déplacé par rapport adeate (en x,y,z) grace a un tube piézo-
électrique. Deux modes de fonctionnement de I'AFbMtsutilisés dans notre étude: les
modes dits "contact” et "tapping”. Pour le modentact”, la sonde est mise en contact avec
I’échantillon alors qu’en mode "tapping” la poirget mise en vibration au voisinage de la
surface a sonder grace a un autre élément piéetiéle. La figure 25 présente ces deux
modes sur la courbe de Lennard-Jones qui présesferces d’interaction entre deux objets
en fonction de la distance. En mode "contact" ebgsériences sont réalisées au voisinage du
mur répulsif de potentiel, alors qu’en mode "tagpinne oscillation de la pointe est imposée
pour que cette derniére vienne rencontrer le nulsé.
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Diode & quatre quadranis

Moniteur

Boucle de
rétro-controle

Echantillon

Figure 24 : Schéma de principe du microscope ag@mmique

De facon générale, le mode "tapping” a été utpisar éviter de détériorer nos échantillons
"mous", avec le passage de la pointe. En miliewagumous avons utilisé le mode contact. En
mode contact, deux types d'images sont présentéssimages dites de "hauteur" et de
"déflection”. Comme le nom lindique I'image de thaur" donne une information sur la

topographie des objets observée. Cette mesurealitée grace au déplacement du tube
piézo-électrique (en z) lors du balayage, alors lgseimages de "déflection” indiquent la

déflection de la pointe. Ce deuxieme type d'imageng des informations sur les forces
exercées entre pointe et échantillon.

Force Mode
4 | CONTACT

4

\ Distance

REPULSIVES

ATTRACTIVES

Mode
TAPPING

Figure 25 : Deux modes de fonctionnement de I’AEbh{act et tapping) repérés sur la
courbe de force d’interaction en fonction de lataiiee entre la pointe et I'échantillon
(Lennard-Jones).

Le dispositif utilisé est un microscope a champcheoNanoscope llla de Digital Instrument
et les pointesont ersilicium.
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2. Etudes a l'interface air-eau
L’ensemble des études a l'interface air-eau aé&déseé en collaboration avec Bernard Desbat

(Université Bordeaux | - CBMN).
a) Balance de Langmuir et tensiometrie

Les études a l'interface air-eau sont réalisées das cuves de Langmuir en téflon équipées
d’une barriére mobile pilotée par un logiciel.

La pression de surface est mesurée grace a unecbade Wilhelmy. Le principe repose sur
la mesure de la force qui s’applique sur un moraapapier suspendu a une tige reliée a un
tensiométre, et plongeant dans la sous phase aawnde I'interface (figure 26).

A

Perimetre=2.(e+

Longueur L

Hauteur h y

-

1
i
I
Angle de contact i
I
I
I
[}

Epaisseur e
Figure 26 : Représentation schématique d’'une lam&vilhelmy

La résultante de forces s’exercant sur le morceauagier peut s’'écrire :
F=P+R+f  Equation 11

Avec P le poids du papieraPa poussée d’Archimede et f la force interfacigie résulte du
mouillage. La projection sur I'axe z de I'équatibsh donne pour une interface d’eau :

F=-pp.L.l.e.g +pe.h.l.e.g-2.(e+l)re.cO9 Equation 12

Avec pp la densité du papiepe la densité dd’eau, ye la tension superficielle de I'eau 6t
'angle de mouillage. Le papier étant saturé en €angle de mouillage est considéré nul.
Ainsi :

v=(-Fpp.L.l.e.g pe.n.l.e.g)/(2.(e+])) Equation 13
La pression de surfadé est définie par :

[M=yeys Equation 14
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Avec y¢ la tension de surface en présence d'un film adiifiaice. La pression de surface est
donc directement reliée a la différence entre tadaui s’exerce sur le morceau de papier en
présence et en absence de film a I'interface :

M= mF Equation 15
T2 O

b)  Microscopie a angle de Brewster (BAM)

by

Pour observer la texture de l'interface eau-airysnatilisons un microscope a angle de
Brewster [11], technique sensible a la variatiomdite et d’épaisseur de linterface. Le
principe est le suivant (figure 27) :

Camera CCD
Laser Laser

: Polariseur
~?'o¢anseur ~ ISed . Objectif %

O & Op Q Analyseur

j/ Film n,
Sous phase; Sous phase;

Figure 27 : Schéma du montage de microscopie aeaagBrewster

Un rayonnement laser polarisé p (paralléle au glentidence) est projeté sur I'interface eau-
air, a 'angle de Brewster de I'eau (~ 53°), deofa@ ce que le rayon incident ne soit pas
réfléchi sur une surface d’eau. Ainsi, en présatiespeces a l'interface, ayant un indice de
réfraction différent de I'eau, une partie du rayement est réfléchie. Ce signal est ensuite
grossi par un objectif x10, puis récupéré par uamera CCD. Ceci permet d’obtenir des
images a plusieurs niveaux de gris, le niveau deggant fonction de I'épaisseur du film, des
indices de réfraction du systéme, de la longueonde du laser, et du temps d’obturation de
la camera.

A noter :

- Halo blanc : Vignettage lié a l'intensité du lase

- Bandes en diagonale : Artefact lié au matériel.

‘Points blancs: Agrégats d'épaisseur plus

importante que le fond continu car plus lumineux.
570pum - L'image en "direct" n’est focalisée que sur une

ligne & cause de linclinaison du laser. Pour la

prise de photo, une image est reconstituée a partir

de plusieurs images a différentes mises au point.

450pm
Figure 28 : Exemple de cliché de microscopie Brewsibjectif X10
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Pour des surfaces homogeénes, il est possible dentema I'épaisseur de la couche
interfaciale a partir de modeles prenant en conggeindices de réfraction des différentes
espéces. L'expression approchée de la réflectance pourfilim monocouche de faible
épaisseur est la suivafite

n2
g enierele
R=-R =(77—)? N Equation 16
Iy A 1+n?

ou b et Iz sontles intensités incidentes et réfléchies; les indices de réfractions du film (1)
et de la sous-phase (2)la longueur d’onde du faisceau incident et d ligpaur du film.

Expérimentalement, pour un temps d’obturation dedméra donné, la réflectance R est
reliée aux niveaux de gris, par une fonction liragui est déterminée par une procédure de
calibration disponible dans le logiciel du microgeo Cette fonction est établie par un
ajustement de la courbe expérimentale des niveawyid en fonction de I'angle d’incidence
du rayonnement sur une surface d’eau, par la calelieresnéf qui peut &tre assimilée & une
parabole autour de I'angle de Brewster.

2510°

210°F |\ ]
5 \

1510° | \ y

o \ /
2 /
110° 1 \ /

N /

0
524 526 528 53 532 534 536
Angle d'incidence (degré)

Figure 29 : Parabole correspondant au minimum dedarbe de Fresnel, pour une
polarisation p, autour de I'angle de Brewster.

Pour nos expériences nous utilisons le microscapegée de Brewster de marque BAM2 plus
(NFT, Goéttingen, Germany), équipé d'un laser a deudbéquence Nd :YAG de longueur
d’onde 532 nm et d’'une caméra CCD avec un objatgigrossissement x10.

c) Polarization Modulation IR Reflection Absorption Spectroscopy
(PM-IRRAS)

La spectroscopie PM-IRRAS est utilisée pour réalises mesures de spectroscopie
infrarouge sur des monocouches a l'interface air-€ette technique a été mise au point au
Laboratoire de Physico-Chimie Moléculaire de I'Usmisité Bordeaux 1 dans les années
90°"?® Elle combine trois techniques (figure 30)
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-La spectroscopie IRRAS.

-Un modulateur photoélastique pour moduler rapidente polarisation du champ électrique
incident.

-Un traitement électronique qui permet de filtr@émoduler et traiter mathématiquement le
signal recu par le détecteur. On obtient ainsigea de réflectivité différentielle normalisée :

AR R, - Ry

—=—1J Equation 17

R R +R 2 1

avec R la réflectivité,,Ja fonction de Bessel, p la polarisation paralkleplan d’incidence,
et s la polarisation perpendiculaire au plan diecice. Avec la normalisation en temps réel
du signal de surface, la spectroscopie PM-IRRAS8ratachit des fluctuations temporelles du
montage optique et de I'échantillon. Elle permet analysen situ, le montage étant disposé
a lair libre.

Modulateur Détecteur
photo-élastique

Spectrometre
FTIR

Polariseur
Cuve de Langmuir

|
N

Preampli détecteur

I O (Orientation du moment de transition) x (densité maéculaire )

/\

V
R Méfé’" vt

Figure 30 : Représentation schématique du montagspéctroscopie PM-IRRAS et des
régles de sélection

De surcroit, le signal PM-IRRAS est soumis a dagese de sélection qui permettent de
remonter a I'orientation des moments de transipan rapport a l'interface (figure 30). En
résume :
- Un moment de transition de groupement moléculaiienté parallelement a
I'interface donne une bande d’absorption positive.
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- Un moment de transition orienté perpendiculairenaenplan de l'interface donne
une bande d’absorption négative.

Pour une orientation de 40° environ, il y a eximetde la bande d’absorption.Ainsi,
I'intensité des bandes d’absorbance est proportidmra la concentration de surface et a
I'orientation des moments de transition. La techeigle PM-IRRAS permet donc d’obtenir
des informations qualitatives, quantitatives etridiotation des especes a l'interface. Dans
notre étude nous nous sommes particulierementesgés aux bandes amides des protéines,
donnant acces a la nature et a I'orientation destsires secondaires des protéines.

Expérimentalement, pour supprimer la contributienla sous-phase et la dépendance de la
fonction de Bessel, les spectres des films intatacsont divisés par ceux de la sous-phase.
De plus, la contribution de la vapeur d’eau estpsinpée par soustraction du spectre de la
vapeur d’eau. Le montaffeutilisé est composé d’un spectrométre & transferde Fourier
Thermooptek, Nexus 870, d’'un modulateur photoéjastia cristal de ZnSe et d’'un détecteur
de type MCT associé a un préamplificateur.

3. Etude des phases lamellaires

a) Microscopie de fluorescence - lumiére polarisée -eafocale.

Plusieurs techniques de microscopies optiques sbiigées pour étudier les systemes de
phases lamellaires : la microscopie en lumiérerg#la et la microscopie de fluorescence.

La microscopie optique en 'umiere polarisée pemfwiserver les systémes biréfringents. La
biréfringence est la propriété qu’ont certains matx a dédoubler un rayonnement polarisé
incident en deux rayons de polarisations differeng@li se propagent avec une vitesse
différente. On peut définir ce phénomene commerotetion de la polarisation. En plagant
un polariseur a la sortie de I'échantillon (analy3eorienté perpendiculairement au
polariseur, on observe la conséquence des intadéseentre les deux rayons, on parle alors
de texture. Une phase lamellaire est biréfringenigniaxe. Le faisceau lumineux incident est
séparé en deux composantes : 'une dans la direpticalléle aux bicouches et I'autre dans la
direction de I'empilement. Deux orientations extesmdes bicouches par rapport a l'axe
optique peuvent étre distinguées : I'orientatiomi@otrope pour laquelle le directeur (vecteur
normal aux couches noté n) est parallele a I'axeog, et I'orientation planaire pour laguelle
le directeur est perpendiculaire a I'axe optiqgue.géométrie homéotrope, la texture est noire
et homogeéne car le faisceau transmis garde la np&haesation que le faisceau incident. En
géométrie planaire, le faisceau transmis est laltedte de deux composantes polarisées
perpendiculairement. L'intensité maximale est obe&erorsque le directeur de la phase
lamellaire est orienté a 45° par rapport aux axegadlariseur et de I'analyseur. Ainsi la
texture de l'orientation planaire est caractériggeune modification de l'intensité lumineuse
observée lorsque la platine porte échantillon d@seren rotation, a analyseur et polariseurs
croisés fixés. Pour un échantillon en poudre, Xaute observée est composée d’'un mélange
de textures correspondant aux différentes oriemtatde la phase.
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Zone planaire

Zone poudre

Zone homéotrope

b Axe optique

(a) =

Figure 31 : Observation de texture de phase lanrellan microscopie en lumiére polarisée.
(@) Orientation homéotrope (b) Orientation planaire

La microscopie de fluorescence est utilisée powaliser les protéines, préalablement
marquées avec un fluorophore, dans la phase lareellaes fluorophores sont des molécules
fluorescentes composées d'un ou plusieurs noyaomaiques. Ces molécules peuvent
absorber un photon en passant dans un état émgrgétkcité $. Lors du retour au niveau
énergétique fondamentah,Sl y a perte d’énergie sous forme de chaleur poasser au
niveau S, et perte d’énergie sous forme d’émission de phatour passer du niveay Su
niveau fondamental SCette perte d’énergie sous forme d’émission detgrhest nommée

fluorescence.

S —@n
hvex g hvey
SO.;‘_.‘._

Figure 32 : Représentation schématique du phénordeérikiorescence

En microscopie de fluorescence, I'’échantillon #stminé avec un rayonnement de longueur
d’'onde correspondant a I'excitation du fluoropheontenu dans I'échantillon. Ainsi, il est
possible de localiser les zones ou il y a des esp#aorescentes. Par ailleurs, I'excitation
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pour la majorité des fluorophores est fortementoldijpe. Cette propriété conduit a une
variation d’'intensité mesurée en fonction de I'ntation localé®. Ainsi, dans des phases
lamellaires dopées avec des fluorophores il estiplesd’observer la texture de I'échantillon
en fluorescence.

Figure 33 : Observation d’'une phase lamellaire depar de la TRITC (a) en microscopie en
lumiére polarisée (b) en microscopie de fluoreseenc

De facon générale, les observations en microscopique ont été réalisées sur un
microscope confocal de fagcon a pouvoir faire enalpEle des mesures de FRAP. La
microscopie confocafé permet de visualiser une section de faible épaisen échantillon.

Son principe général (en réflexion) est présentes da figure 34. Une lumiére ponctuelle est
envoyée sur I'échantillon. Aprés réflexion sur héatillon, le faisceau est focalisé par un trou
de taille micrométrique (pinhole), avant d'atteiadie détecteur. Le pinhole permet de
s’affranchir des rayons qui ont été réfléchis pes darties de I'échantillon qui sont en dehors
du plan focal. On ne mesure donc que le signalgirant d’'une tranche d’épaisseur définie
par la taille du pinhole.

Pour toutes les expériences de microscopie opte&fuERAP, les échantillons de phase
lamellaire sont observés dans des capillaires fléatsotubes” d’épaisseur calibrée a 50um.
Ces capillaires permettent d'observer les échansll dans I'épaisseur et d'induire un
cisaillement de la phase lamellaire lors de somodhiction par capillarité. Les forces de
cisaillement sont connues pour favoriser I'orieiot@ades phases lamellaires.
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PMT
Pinhole de sartie s Phetormbtiplicateur
Filire
d’émission
d’excitation
Lazer ArgonKrypton
Em:488,.568,647 nm
ﬁ E Miroir dichroique

Pinhole d’exitation

ip €— Ohjedil

plan focal

—p Lumitre d "excitation
—%  Lumiére émise par un point situé sur I'axe mais hors plan focal
—p Lurniére érse par un point sttue surl “axe de ] objectf e dans le plan foca

Figure 34 : Représentation schématique du princ@donctionnement d’un microscope
confocaf?.

b) Retour de Fluorescence Aprées Photoblanchiment (FRAP

Le FRAP est utilisé pour mesurer le coefficientdifusion des protéines insérées dans des
phases lamellaires. Pour mesurer leur coefficientddfusion, les protéines doivent étre
marquées avec une espece fluorescente. L'expérommsiste a détruire de maniere définitive
la fluorescence portée par les protéines, danszane déterminée, et a suivre, au cours du
temps, le retour de la fluorescence par diffusies particules non photoblanchies des bords
de la zone.
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50um

Avant Photoblanchiment ot t t

Figure 35 : lllustration de I'expérience de FRAdHchés de microscopie de fluorescence,
avant et aprés photo blanchiment.

La diffusion des particules non photoblanchies @olv du mouvement brownien des
molécules. En I'absence d’'interaction entre molésule coefficient de diffusion mesuré est
le coefficient d’autodiffusion.

Les expériences de FRAP sont réalisées sur un scgpe confocal. Les observations
microscopiques permettent de cibler les expérierd®sFRAP sur les zones de phase
lamellaires orientées, afin de distinguer les doefits de diffusion paralléles et

perpendiculaires a la direction de I'empilement @ésouches. Dans ce travail, de facon
générale, les expériences sont réalisées sur des homéotropes pour mesurer le coefficient
de diffusion dans le plan des bicouches D

Faisceau laser

Figure 36 : Représentation d’'une expérience de FR&Fsystéeme de phase lamellaire
orienté homéotrope qui permet de mesurer D

Les expériences sont réalisées sur un microscopa ISP2 avec un objectif a immersion a
huile x 63 (ouverture numérique 1.4). Les échamtglsont photoblanchis pendant un temps
(1 a 10 secondes), sur une zone de rayer2Rm, grace au laser du microscope confocal a
pleine puissance. Une acquisition d'image estséala un temps t apres le photoblanchiment.
Le traitement de cette image permet de calculecdefficient de diffusion de I'espéce
marquée. Il est réalisé selon les bases suivaréefargeur de la tache du laser au temps
initial est considérée comme ponctuelle et la pabiliéé a travers les bicouches est supposée
négligeable. Ainsi, grace a la loi de Fick danglen perpendiculaire a I'axe optique, il est
possible de calculer la variation de concentrati@spéces photoblanchies en fonction du
temps et de I'espace :
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0 r2
c(r,t) = exp - .
0 4Dt 4Dt Equation 18

avec r la distance au centre de la zone de phaictilaent, D le coefficient de diffusion de
'espece dans le plan des bicouchesetire constante proportionnelle a la concentration
d’espéces fluorescentes et a la puissance de photbiiment. Cette équation est valide pour
un temps de photoblanchiment extrémement courtr Bouemps de photoblanchiment de
duréert, on peut écrire :

r | r2 .
I(r,t,7) = O exg—-———|dr. Equation 19
(rto) J.Ot—rl F{ 4DD(t—rl)} ! q

Avec t>1, et b une constante de normalisation. Cette équationggmlement s’écrire :

I(r’t’r)ZIO(ElLE:J_EiLD r(tz_r)}) Equation 20

avec g la fonction exponentielle intégrale. Ainsi, enrayant le profil d’intensité passant par
le centre de tache de photoblanchiment et en tajasiumériquement grace a I'équation 20,
il est possible de calculer le coefficient de difin perpendiculaire.

Figure 37 : Traitement de I'image de FRAP aprestpbtanchiment. En rose profil de
fluorescence au niveau de la ligne en pointillésrebleu I'ajustement par I'équation 20.

Afin d’obtenir une statistique raisonnable les eigrgces sont reproduites une dizaine de fois.

c) Diffraction des rayons X (DRX)

Dans ce travail de thése la technique de diffracties rayons ¥ est utilisée succinctement,
pour mesurer la périodicité des phases lamellalres. phases lamellaires sont des phases
cristal liquide lyotropes, caractérisées par un imment de couches, d’épaisseurs finies,
rectilignes, réfléchissantes et paralléles, répohdax conditions de Bragg (figure 38).
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2.d.sin@) = ni

Figure 38 : Relation de Bragg et représentationaldiffraction des rayons X sur une phase
lamellaire lyotrope.

La relation de Bragg définit les conditions d'ifiéeences constructives entre deux rayons.
Ainsi, en balayant les différents angles a longud'onde fixée, des pics de diffractions
apparaissent aux conditions de Bragg et permetierdéterminer la périodicité de la phase
lamellaire d. Nos échantillons étant sous forme«g®udre », chaque grain de poudre peut
étre vu comme un petit cristal.

Figure 39 : Représentation schématique de la ditfoa des rayons X sur un échantillon de
phase lamellaire sous forme de poudre

En considérant que toutes les orientations possid#s grains existent dans I'échantillon, il y
a diffraction dans toutes les directions correspomd un cébne d’anglebZayant pour axe
'axe du rayonnement incident. Ainsi, en placant wétecteur bidimensionnel
perpendiculairement au faisceau incident, on oleseles anneaux concentriques, pour des
valeurs de q telles que :

n

d, =(n +1)-E Equation 21
avec n entier. Les images obtenues sont ensuitéesapar regroupement circulaire pour
obtenir un spectre de diffusion I(q). Dans I'étudks phases lamellaires par diffraction des

rayons X, nous nous intéressons principalementpiesxde Bragg, constituant le facteur de
structure, caractéristique de l'ordre cristal ldpi des phases lamellaires. Cependant
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l'intensité diffusée est également modulée par detgur de forme qui est la figure de
diffraction des maotifs individuels du réseau.

Le montage utilisé est celui du laboratoire : Lagons X sont délivrés par un tube RX
céramique délivrant un faisceau a la longueur céote cuivre (1.54 A) de diamétre 400 pum.
Le faisceau est ajusté par un monochromateur cagngesmiroirs de Gobel croisés et par
trois collimateurs circulaires (750-400-1000 pumi)l&détection est réalisée par un détecteur
bidimensionnel HI STAR muni d’'un compteur proponti@l a fil. De facon générale les
mesures sont réalisées avec une puissance du peméta 40 kV et 20 mA.

BIBLIOGRAPHIE

! Marshak, Kadonaga, Burgess, Knuth, Brennan, 'IStrategies for Protein Purification and
Characterization"1996 Cold Spring Harbor Laboratory Press.

2 Constantin, SchneltSpectrométrie de masse, principe et applicatidt®86 Tec et Doc.

% Kasarda, Mechand, Biol. Chem1967, 242, 445.

* Mellman, Fuchs, Heleniudnnual Review of biochemistt®86 55, 663-700.

> Boulay, Doms, Wilson, Heleniu¥he EMBO Journal987, 6, 2643-2650.

® Lodish, Baltimore, Berk, Zipursky, Matsudaira, Dell, "Biologie moléculaire de la
cellule" 1997 De Boeck Université s.a.

" Page web : http://stlbgb.apinc.org/spip.php? &3t

8 Lafrance, Marion, PézoleBiochemistryl99Q 29, 4592-4599.

% Shank, Su, Brglez, Boss, Dewey, Bost®lant Physiology2001, 126, 267-277.

19 Gelbart, "Micelles, membranes, microemulsions and monoldy2894 Springer-Verlag
New York Inc.

1 Dubreuil, Thése de I'Université Paris @001

12 Freyssingeadihése de I'Université Bordeaux1994

13 Moreau,Thése de I'Université Bordeaux2004

14 Corbett, Cho, GolarBiophys. J1994 66, 25-30.

15 Bohn, Heinz, LiithjeArchives of Biochemistry and Biophysi2801, 387, 35-41.
'8 Mageney, Dupres, Bernardl, Colloid Interface. ScR007, 305, 250-255.
" Hollas,"Modern spectroscopy?992 John Wiley and Sons Ltd.

57



CHAPITREII : MATERIEL ET METHODES

8 Urbanova, Setnicka, Volka, Jun, Weaver, Schulzes®p Drwes," Fourier Transform
Vibrational Circular Dichroism FT-VCD Spectroscofyy2000, Bruker, Application note, 52.
9 SaccaniThése de I'Université Bordeaux2003.

20Ty, "Raman spectroscopy in biologyt'982 John Wiley & Sons.

1 Berne, Pecora:Dynamic light scattering : With applications to eristry, biology and
Physics "2000,Dover Publications.

22 pigouy, de Wilde, Frétigny, Les nouvelles microscopies : A la découverte anomonde”
2006 Collection Echelles, Belin.

3 Morris, Kirby, Gunning."Atomic Force Microscopy for Biologist€999 Imperial College
Press.

%4 de Mul, MannLangmuir1998 14, 2455-2466.

> Winsel, Honing, Lunkenheimer, Geggel, WEyr. Biophys. J2003 32, 544-552.

%6 Herman"Optical Diagnostic for thin film processing'996 Academic Press.

27 Buffeteay Thése de I'Université Bordeaux11988.

28 Blaudez,Thése de I'Université Bordeaux11993.

29 Ferraro, Basilg" Fourier Transform Infrared Spectroscopy®82 Academic press.

%0 Blaudez, Turlet, Dufourcq, Bard, Buffeteau, DesBatChem. Soc., Faraday Trark996
92 (4), 525-530.

31 wilson, "Confocal Microscopy”,199Q Academic press.

32 page web du Centre de Recherche Public Henri Tudor
http://projects.santec.lu/bioinfo/imaging/tutor(t3

33 Als-Nielsen, McMorrow/ ‘Elements of Modern X-Ray Physic&001, John Wiley & Sons,
Ltd.

58



CHAPITRE Il : ASSEMBLAGE DESY— ET W-GLIADINES EN MILIEU AQUEUX

CHAPITRE Ill : ASSEMBLAGE
DESY- ET (- GLIADINES EN MILIEU AQUEUX

Dans ce chapitre, nous nous intéressons aux ptépide (auto)-assemblage des protéines de
réserve de blé dans des milieux aqueux a pH ndttimat donné I'insolubilité des prolamines
dans I'eau apres leur extraction, peu de travawétinréalisés dans ce type de milieu, bien
gu’il s’agisse de I'environnement biologique. Dams premier temps, afin de mimer le
contexte des protéines de réserve néo-synthétisésse lumen du réticulum endoplasmique,
avant leur assemblage sous forme de corpusculéiguet nous avons étudié la solubilité et
le mode d’assemblage de ces protéines en soluiflogeddans un tampon a pH neutre.
Ensuite, dans le but de reproduire les milieux @utes denses des CP, un outil de micro-
évaporation utilisant un circuit microfluidique &8 éesté pour concentrer progressivement les
solutions diluées de protéines. Dans un second gempus Nous sommes intéressés au
comportement des protéines de réserve a linterérceau. En effet, au sein du réticulum
endoplasmique, les protéines néo-synthétiséesesuatirées par de nombreuses membres,
qui sont liees a la géométrie de I'organite. Aifétiude des protéines de réserve a l'interface
air-eau constitue une premiere étape avant I'étedees dernieres a l'interface membrane-
eau. De plus, la compression de monocouches déimpesta l'interface air-eau permet de
simuler le procédé d’agrégation via une interfatede se rapprocher des conditions
biologiques de "macromolecular crowding" (encomtertrmacromoléculaire).

Pour justifier I'étude des protéines de réservéldedans I'eau, des essais préliminaires ont
éte réalisés par spectroscopie pour montrer qugpeede protéines évolue remarguablement
en termes de structure secondaire selon le solitdise, et que les résultats de la littérature
obtenus sur ces protéines solubilisées dans dald’aamcétique ou dans un mélange eau-
éthanol ne sont pas suffisants dans le cadre de patblématique.
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A. Etude préliminaire
Des études préliminaires de la structure secondaserotéines de réserve, en milieu tampon
et en solution dans un mélange eau-éthanol, onéétisées par spectroscopie infrarouge et
dichroisme circulaire vibrationnel, puis comparées données de la littérature. L’objectif de
cette étude est de voir si une certaine moduldegstructures secondaires existe suivant le
solvant utilisé, et par voie de consequence simedes spécifiques d’assemblage peuvent
apparaitre en milieu agueux, consécutivement ecdasgements de structure secondaire et

tertiaire.

1. Spectroscopie infrarouge

Des essais par spectroscopie infrarouge en mode &TRété réalisés pour montrer les
évolutions de structure secondaire dg{diadine en fonction du type de solvant. Deux g/pe
de solvants ont été utilisés : I'eau (ultrapurd),ue mélange eau-éthanol qui est un bon
solvant des gliadines. Pour nous affranchir desdésrd’absorption de I'eau, nous avons
utilisé des solvants deutérés. La figure 1 présentgpectre infrarouge de iagliadine en
solution dans BD-EtOD a deux concentrations (4 % et 40 % en masseajans BO (40 %

en masse). Les gliadines n’étant pas solubles beaaus, nous n’avons pas pu réaliser de
solution homogéne a 4 %, et nous avons donc ttéaikc une pate a 40 %.
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Figure 1 : Spectres infrarouge (FTIR-ATR) degAgliadine en solution (C=4%, p/p) dans
'eau- éthanol (45 :55, v/v), et sous forme deeC=40%, p/p) dans I'eau- éthanol et dans
'eau (Solvants deutérés). A gauche, bande amieedande de vibration des CN - A droite,

zoom sur la bande amide |I.

Deux bandes intenses sont observées sur le specy@uche : la bande amide | (~1650%m
et la bande amide II'(~1450 ¢th En solvant deutéré, les groupes amides ne dost p
couplés avec la vibration des NH, et la bande arilidevient une bande amide II' dominée
par les vibrations des liaisons CN. La bande anild¢~1550 cm'), qui correspond
principalement aux vibrations de la liaison NH, agit quasiment nulle sur le spectre. Cela
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signifie que notre échantillon a bien été deutér@ngformation des liaisons NH en liaisons
ND), et que tous les domaines de la protéine ordtpuaccédés par le solvant. Une certaine
flexibilité ou ouverture de la structure seconddieday-gliadine est ainsi indiquée.

Concernant la structure secondaire de la proténkargeur de la bande amide | traduit une
grande variété de structures secondaires de laipegtguelles que soient les conditions. Dans
I'eau-éthanol deutéré, le maximum d'intensité est680 cni pour la solution diluée et a
1639 cnt pour la pate. Cette gamme de longueur d’onde irdigue majorité de structures
désordonnées. Le léger décalage vers les basspeifices du maximum d’intensité de la
bande amide | laisse suggérer une quantité un lpsugpande de structures de type feuillets
B dans I'échantillon le plus concentré. Pour I'échlant préparé avec de I'eau deutérée, un
décalage remarquable du maximum d’intensité esturées.e maximum d’intensité a
1635 cni* est caractéristique d’une majorité de feuiltdans I'échantillon. Il y a donc une
augmentation des structures de type feuilfetsrsque I'on passe d'un solvant eau-éthanol
deutérés a I'eau deutéré. Cette observation coefoefie préalablement établie par Pézetet
al*. En effet ces derniers montrent que sous formeate aqueuse, les prolamines sont
structurées sous forme de coufes’hélicesa, et de feuilletf3 intra- et intermoléculaires
alors que sous forme soluble dans I'acide acétiquea beaucoup moins de feuillets. Les
auteurs suggerent ainsi que sous forme de patprdésines de réserve interagissent via des
feuillets B alignés entre eux, qui correspondraient aux doesaigpétés des prolamines.
Cependant, ces études ont toutes été réaliséesppatroscopie infrarouge qui est une
technique peu précise dans certains cas, car ledebal’absorption de certaines structures
secondaires se superposent. C’est pourquoi nouss aamplété nos études structurales par
des expériences de dichroisme circulaire vibragbnn

2. Dichroisme circulaire vibrationnel (VCD)

Pour réaliser des expériences de VCD, les solutitngrotéines ne doivent pas étre plus
concentrées que 5 % en masse pour limiter I'adisorplu rayonnement incident. Ainsi nous
avons travaillé a cette concentration dans I'ehay#tl, et pour le solvant "eau” nous avons
préalablement préparée une pate a 40 % que nous aumergé dans I'eau. Tout comme en

o

spectroscopie infrarouge, des solvants deutéréséténttilisés.

La figure 2 présente les spectres obtenus poutdes types de solvants. Plusieurs méthodes
d’analyse de spectres VCD, basées sur des apprstdiestiques, ont été testées pour traiter
ces spectres, mais les résultats n’ont pas conv€eja peut étre di a la nature peu structurée
des gliadines non prise en compte par les méthddegrédiction établies sur la base de
données obtenues sur des protéines globulairesplbigation des spectres a donc été limitée
a une analyse qualitative. Pour déterminer lesstyfgestructures secondaires présentes dans
les deux échantillons, nous avons comparé nosrsgettceux obtenus pour des protéines de
structures déterminéesSur nos spectres, nous observons deux bandes/gegautour de
1676 cni* et 1650 crit) et deux bandes négatives (1661 cet 1630-1619 cif). Le doublet
caractérisé par une bande négative & 1661amne bande positive & 1650 test attribué a
des hélicest. Il est présent dans les deux échantillons. Ri@ues, I'intense bande négative
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aux basses fréquences peut-étre attribuée a déstfefs, ou a des structures étendues de type
PPIl (cf annexe A). En effet, les protéines magimement structurées en feuillefs
présentent des spectres VCD avec une bande négasitionnée entre 1620 et 1630 grat

les protéines avec des structures étendues "désurds' ont une bande négative positionnée
autour de 1635 crh accompagnée d'une large bande positive, peusateautour de 1660
cm™. Nous pouvons ainsi suggérer qu'il y a un méladgestructures de type PPIl et de
feuillets 3 dans les deux échantillons, mais que les propwtsont différentes. Il y aurait une
diminution des structures PPIl au profit de fetsll@ lorsqu'on passe d’'un solvant eau-
éthanol a un solvant eau. Ce résultat confirmei cgla nous avons obtenu par spectroscopie
infrarouge tout en le précisant.

—D20
4- e D20 EtOD|

| | |
1700 1650 1600
Nombre d'onde (c'rjf)

Figure 2 : Spectres VCD de Jagliadine en solution dans I'eau et I'eau:éthan@olvants
deutérés)

Des études réalisées par dichroisme circulairelesirpeptides correspondants aux deux
domaines de Ia-gliadin€ ont montré que les hélices se trouvaient dans le domaine C-
terminal, non répété et globulaire de la protémlers que le domaine N-terminal, répéte,
présentait soit des coudBssoit des hélices de type PPII selon la tempéraikmeconsidérant
gue les structures de type PPII sont liées au dmriditerminal de la protéine, nous pouvons
conclure que c’est le domaine répété deddiadine qui est sensible aux variations de sdlvan
et donne lieu a la formation de feuillgtsCe résultat est en accord avec les études réslisé
par spectroscopie IR sur desgliadined (domaine unique répété) et des polypeptides
recombinants issus du domaine répété de-dgiadine. En effet, ces études montrent que les
w-gliadines présentent de plus en plus de feuifeasec le taux d’hydratation (jusqu’a 35%
en eau) et que ce serait la séquence répétéevquiskerait les interactions intermoléculaires
de type feuillet$3.
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B. Assemblage en volume

1. Solubilité en milieu aqueux

Dans un premier temps, nous nous sommes intérasaéolubilité deg- et w-gliadines dans
des solvants aqueux a pH neutre (tampon phosphate.p) pour mimer le contexte
biologique. Le point isoélectrique de ces protéiéemt relativement proche de la neutralité
(Pl-gliadine=8.5, pL}g"adine:S.Oé), une solubilité tres partielle est attendue.

Dans cette étude, les protéines lyophilis§esef w-gliadines) et les solutions tampons de
force ionique 1 ont été mélangées & une concentratiparCprotéines, et agitées pendant un
temps t. Les mélanges ont ensuite été centrifugéslamt 30 minutes a 1000 rpm et le
surnageant a été prélevé. Le surnageant a été ghadispectroscopie UV-Visible afin de
déterminer la concentration en protéineg,(€t par diffusion dynamique de la lumiere pour
déterminer la taille des objets en solution. Endfies expériences d’AFM ont été entreprises
pour caractériser les objets en solution. Troiapetres de solubilisation ont été étudiés : la
force ionique | du solvant (tampon phosphate pH, Ta2concentration de protéines introduite
dans le mélange;@t le temps d’agitation t. Ces études ont étéséd sur les deux types de
gliadines : lay- et law-gliadine.

Note : Une grande partie de nos expériences réalisg solution aqueuse a été invalidée du
fait de la mise en évidence d'une contaminationpelifération bactérienne dans nos
échantillons au cours du temps. En conséquencaedéétéalisée sur des échantillons en
présence d’'un agent bactériostatique (N@R0 ppm, soit | = 50 mM), présentée ci-dessous
pourra paraitre succinctn raison de la découverte tardive de cette contion.

a) Effet de la concentration initiale

La figure 3 présente I'évolution de la concentnatimesurée dans le surnageant) (€n
fonction de la concentration en protéines intraaldéins le mélange {JCCes expériences ont
été réalisées avec un tampon phosphate 0.05 M &mys d’agitation (t) de 15 heures. Ces
résultats montrent qu’'une partie des gliadines-pé&et solubilisée dans le tampon considéré
et que la quantité de protéines solubilisée augenate facon quasi-linéaire avec la
concentration initiale. 10 % des protéines sontilstitées dans le cas de yaliadine, et
25 % dans le cas dedagliadine.

De facon générale, la solubilité d’'un soluté esac@risée par une concentration critique C
correspondant a la concentration maximale de s@loté&ant étre solubilisé dans un solvant
donné.

Ainsi, pour ¢G<CalorsG=G
et pour ¢>Calors G=C..

" Points isoélectriques théoriques déterminés ar pims séquences présentées dans le chapitre 1.

1 i ) .
o= EZC Z? avec C la concentration en ions et Z la valeresiohs.
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Dans notre cas nous avons une évolution linéail@ gd(C), mais avec une pente nettement
inférieure a 1. En considérant que la solubilité getéines suit le comportement énonceé ci-
dessus, nos résultats suggerent que nos lots déina® purifiées contiennent plusieurs
populations de protéingsEn effet, bien qu’un seul pic soit observé paootatographie en
phase inverse, la caractérisation de nos lots digipes par spectrométrie de masse (SM) a
montré qu'il existait deux populations distincteand le cas de Iggliadine (cf chapitre 2):
une population a 34614 g/mol (19 %) et une poputadi 35185 g/mol (81 %). Dans le cas de
la w-gliadine, une seule population a été mise en écel@ar spectrométrie de masse, mais
avec une erreur plus importante. Par ailleurs urd'géectrophorése 2D a montré la présence
de différentes gliadines de masses identiques dwisharges différentes dans chacune des
fractions purifiée. Ainsi la solubilité deg- et w— gliadines peut étre expliquée par le
polymorphisme existant dans chaque fraction pwifié

15 T T T T 115 T T T T
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3 o =
E ' E
(=] (=]
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Figure 3 : Concentration en protéines du surnageanfonction de la concentration initialle.
A gauche, mesures réalisées surdgliadine. A droite, mesures réalisées sur d¢:la
gliadine. (Durée d’agitation : 15 h — Force ionig®.05 M)

b) Effet du temps de solubilisation
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Figure 4 :Concentration du surnageant en fonction du tempgitition. A gauche, mesures
réalisées sur laugliadine. A droite, mesures réalisées sugdgliadine. (Concentration
initiale en protéines: 0.5 mg/ml — Force ioniqué@® M)
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La figure 4 présente la concentration du surnageanfonction du temps d’agitation de

I'échantillon. Les mesures montrent que la coneiain en protéines du surnageant est
constante en fonction du temps de solubilisatioel que soit le type de gliadine. Le temps
d’agitation minimum testé étant de 6 heures, |&tapie de solubilisation se réalise en une
durée inférieure a 6 heures.

c) Effet de la force ionique

La figure 5 présente I'évolution de la concentnatam protéines du surnageant en fonction de
la force ionique du tampon phosphate. Sur I'axecldennées est présentée la valeur obtenue
en eau ultrapure (force ionigque nulle). Dans ledm$aw-gliadine, a faible force ionique, on
observe une augmentation de la solubilité, puiartirple 1 mM, une diminution est observée.
Ce comportement est commun & toutes les protétrieest expliqué de la facon suivahte
faible force ionique, les protéines sont entoudEgontre-ions qui diminuent I'énergie libre
électrostatique et accroissent la solubilité deréaéine, il s’agit de I'effet dissolvant ("salting
in"). A force ionique plus élevée, plusieurs phéeaes sont proposés: une répulsion
électrostatique générale entre les sels et I'eérapolaire de la protéine, une interaction
préférentielle des sels avec I'eau qui affectdemistructure de I'eau, et 'augmentation de
tension de surface de I'eau par les sels. Il s'dgiteffet de relargage ("salting-out™) utilisé
en particulier pour la séparation des protéinesisD®tre cas, le changement de régime a lieu
pour une force ionique relativement faible. Celaitp&€expliquer par le faible nombre de
résidus chargés contenus dans la séquence w@gliadine, ce qui nécessite peu de contre-
ions pour changer de régime. Dans le cas dediadine, nous observons également une
diminution de la solubilité aux hautes forces iamg. Cependant aux forces ioniques plus
faibles, un comportement anormal est observé aéta une erreur expérimentale.
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Figure 5 : Concentration en protéines du surnageamfonction de la force ionique du
tampon. Sur I'axe des ordonnées est indiquée laimextenue en eau ultrapure. A gauche,
mesures realisées sur tagliadine. A droite, mesures réalisées sur dg¢diadine.
(Concentration initiale : 0.5 mg/ml — temps d’agjiita : 15 h)

65



CHAPITRE Il : ASSEMBLAGE DESY— ET W-GLIADINES EN MILIEU AQUEUX

2. Formes d’assemblages ?

Le caractere peu soluble des prolamines en miligue@ nous a incité a faire des

observations en microscopie optique pour détermiaenature des protéines en solution
(monomeéres, multiméres). En microscopies a comtrdst phase et lumiére polarisée, les
solutions apparaissent homogénes et isotrope, icsigpifie que les objets en solution ont

une taille inférieure a 500 nm. Des expériencesdont été réalisées en diffusion dynamique
de la lumiere et microscopie a force atomique deiéna a sonder des échelles d’observation
plus petites.

a) Diffusion dynamique de la lumiére

Des expériences de diffusion dynamique de la lumait été réalisées sur les surnageants
préparés selon le protocole défini précédemment &mg/ml) et filtrés sur 0.8 um. Les
figures 6 et 7 présentent les résultats obtenus dea solutions diluées dggliadines

(Ct = 0.44 mg/ml), et dex-gliadines (G= 1.88 mg/ml) en eau ultrapure.
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Figure 6 : Résultats expérimentaux de DLS obtenuges solutions degliadines en
solution dans I'eau ultrapure En haut, fonctionauto-corrélation a2=80° et 110°, ajustées
par des fonctions bi-exponentielles. En bas, Reprtation de I'inverse des temps
caractéristiques I7en fonction de g2.
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Des exemples de fonctions d’auto-corrélation)%f(t) obtenues ® = 80° et 110°, ajustées
par des fonctions bi-exponentielles, ainsi queclmsrbes Ir= f(g2) pour les deux types de
gliadines sont présentées (figure 6 et 7). Lestfons d’auto-corrélation apparaissent un peu
bruitées, bien que les temps d'acquisition aiest téds longs (plusieurs heures a chaque
angle). Cependant les courbes sont relativement djiestées par des fonctions de type bi-
exponentielles, ce qui signifie que nos échantlloantiennent deux types de populations en
taille. Deux temps caractéristiquas €t o) ont été obtenus pour chaque angle d’acquisition,
ilIs sont présentés sous la forma=1f(q?) afin de déterminer les coefficients de wkibn
correspondants (pente de la droite passant pagifie). La relation entre /et g apparait
linéaire dans tous les cas, ce qui confirme le aotement Brownien de ces deux
populations dans nos échantillons, et nous permeattuler les rayons hydrodynamiques de
chacune des deux populations.
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Figure 7 : Résultats de DLS obtenus sur des saistitecw-gliadines en solution dans I'eau
ultrapure (a) Fonctions d’auto-corrélation &80° et 110°, ajustées par des fonctions bi-
exponentielles (b) Représentation de I'inverseteegps caractéristiques d/en fonction de
0.
Le tableau 1 récapitule les résultats obtenus #astin dynamique de la lumiere pour des
solutions diluées dg- et w-gliadines (Ci =5 mg/ml), en solvant eau ultrapetetampon
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phosphate 0.5 mM. Les rayons hydrodynamiques, gurigne évaluation des proportions de
chaque population y sont présentés. Afin d’estilasrévolutions de proportions de chaque
population, les pourcentages des temps caractgrestimesurést= 80° sont donnés.

Eau ultrapure Tampon phosphate 0.5mM

%T1.a Rh1 Rh2 %Tia Ru1 Ru2

6=80° nm nm 6=80° nm nm
y-gliadine 15 4 166 / / 131
w-gliadine 70 5 200 34 6.9 131

Tableau 1 : Tableau récapitulatif des résultatsemiots en DLS sur des solutions aqueuses de
) et wgliadines

En eau ultrapure, que ce soit pougdau law-gliadine deux types de populations similaires
sont observées : une population avec un rayon Hbydemique inférieur a 10 nm et une
population avec un rayon hydrodynamique supérieut58 nm. Les proportions des
populations sont différentes selon les gliadinés. & beaucoup plus de d'objets de petite
taille dans la solution diluée degliadines que dans celle galiadines.

En tampon phosphate, nous retrouvons les deux t@gmpulations pour la solution de
gliadines, mais pas pour celle ggliadine qui ne contient que des objets de graadie.
Dans la solution deo-gliadines, les proportions des deux populationst slifférentes par
rapport aux solutions dans 'eau ultrapure. La propn de formes monomériques dans le
tampon est inférieure a celle dans I'eau ultrapure.

Les tailles caractéristiques des populations semhblediquer que nous avons dans les
solutions un équilibre entre d’'une part des pr@&®imonomeériques, et d’autre part des
agrégats. En effet, les rayons de giration desdigks, précédemment déterminés par
diffusion centrale des rayons®Xsont de 3.8 nm pour kggliadine et 4.6 nm pour la>
gliadine (soit des rayons hydrodynamiques de 42%nhm respectivement). Il semble donc
raisonnable d’associer le temps court des fonctaaatocorrélation a des protéines sous
forme monomérique. Le caractére quasi-monodispbrseagrégats parait surprenant et laisse
suggérer une organisation particuliere de ces @bfet on prend en compte le caractere
amphiphile deg-gliadines (cf chapitre 1), I'hypothése d’une miisaltion peut étre évoquée
pour préciser le mécanisme de formation de cesgatgémonodisperses. Cependant, en
considérant que le volume d’une protéine dansdesgats, correspond a celui d’une protéine
monomeérique, les nombres d’agrégation des agrégatisles suivants : ~71 500 pouryla
gliadine et ~ 64 000 pour ta-gliadine. Ces nombres d’agrégation sont trés éleaénparé a
ceux obtenus pour des micelles de tensio-actifdeoaopolyméres (nombre d’agrégation de
10 a 1000). Ces nombres d’'agrégation font plutdispe a des phases denses de protéines,
résultant d’'une transition de phases liquide-liguiddfin d’affiner la nature de ces agrégats et
leur mécanisme de formation, des expériences congpltaires de stabilité dans le temps
pourront étre réalisées en modulant la concentratitiale en protéines.
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b)  Observations en microscopie a force atomique (AFM)

Pour observer les agrégats de gliadines, des digars par AFM ont été réalisées en
collaboration avec Hassan Saadaoui (CRPP). De fag&iiminaire, les expériences ont été
réalisées a sec, en mode "tapping"”, sur des sotutiley-gliadines. La procédure utilisée
consistait a déposer une goutte de solution aquelesg-gliadines (solution diluée

C = 0.01 mg/ml), sur un substrat, puis a retirexdés de solvant. Deux types de substrats ont
été testés : le graphite (HOPG) qui est hydropheble, mica qui est hydrophile.

Protslne ==
monomérique.? »

Figure 8 : Clichés AFM a sec d’'une solution aguedsg:gliadines déposée sur un substrat
de HOPG (images de hauteur) (a) Premier balayagedeirface (b) Deuxieme balayage de
la surface (c) Quatrieme balayage de la surfacmades 3x3um.
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La figure 8 présente les images topographiquessééal successivement sur un substrat de
graphite. La premiere image, de faible résolutimalique la présence de structures trés
allongées et d’épaisseur constante, et quelquestsoly’'épaisseur plus élevée (petits
agrégats ?), souvent au niveau des marches duratulsts structures allongées ont des
longueurs pouvant aller jusqu’a 500 nm de long et dpaisseurs de 1.6 +/- 0.2 nm. La
longueur de ces "filaments" laisse suggérer umalsisgge polymérique. En effet, une gliadine
seule, méme totalement dépliée, aurait une longdieaviron 40 nm, en considérant que la
taille moyenne d’une liaison peptidique est 0.132 et que lay-gliadine possede environ
300 résidus. Cependant, I'épaisseur de ces filasnest cohérente avec des épaisseurs
monomériques. Ainsi il pourrait s’agir d'assemblagébout a bout" des chaines
polypeptidiques, étalés sur la surface de grapBitsuite, au cours des balayages, le systeme
semble se modifier. En effet, les structures akmsgdisparaissent pour laisser place a des
objets plutdt isotropes, d’épaisseur constantegateéa celle des filaments, alors que les
agrégats au niveau des marches ne sont pas modiégsetits objets pourraient étre des
protéines monomeériques. La disparition des fibres@urs de I'expérience peut s’expliquer
soit par une adsorption de ces objets sur la pdiRid, soit par une destruction de ces objets.
La destruction de ces objets pourrait provenir d'ueéstabilisation par la pointe, ou du
séchage de I'échantillon. En effet, lorsque I'édiian est placé sous la pointe AFM,
I'excédant de solvant est simplement retiré paogud®n ; du solvant a ainsi pu subsister et
s’évaporer au cours de I'expérience.

Ces observations confirment la présence des momsnmdentifiés par DLS, mais aussi
I'existence d’assemblages instables sous formdlamdnts. Cependant les objets de 100 a
200 nm de rayon hydrodynamique n’ont pas pu étieeni évidence. Cela peut s’expliquer
par une interaction répulsive de ces objets avsalbstrat hydrophobe. Un substrat de mica a
donc été teste.

La figure 9 présente les observations réaliséesirssubstrat de mica. Le cliché (a) présente

une vue plus globale de I'échantillon, ou diffésetipes d'objets peuvent étre observés : de
nombreux petits objets dans le fond, comme préseatdas le cliché (b) ; des regroupements

circulaires de petits objets (cliché (c)); et quels| gros objets. Le cliché (b) est typique des
zones homogénes observées sur ce type d’échanitllles zones présentent de nombreux
objets circulaires d’épaisseur moyenne 2.5 +/- 1 bandensité et le diamétre moyen de ces

objets est variable selon les zones de I'échantillees regroupements circulaires de petits

objets, zoomés sur le cliché (c), ont des diaméteeiordre de 500 nm, et sont constitués de

petits objets d’'une épaisseur de 1 nm, alors gsigies objets ont des épaisseurs de 10 a
40 nm. Les petits objets ont des épaisseurs eexpension latérale limitée qui permet de les

identifier a des monomeres, ou a des agrégatsit@sstie quelques monomeres. Par ailleurs,
le diameétre des regroupements circulaires corrasparelui des agrégats mis en évidence par
DLS, mais I'épaisseur ne peux pas correspondrdl@ @es agrégats s'étant adsorbé sur la
surface de mica. Il pourrait éventuellement s'ajlempreintes” des agrégats qui se seraient
adsorbés puis désorbés sur le substrat. Cettelggmest renforcée par I'observation de gros
objets partiellement épais (10 a 40 nm d’épaiss€ig$ gros objets ont une épaisseur limitée
qui pourrait laisser suggérer que les agrégatsokme sont gonflés d’eau et peu denses en
protéines.
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~ Regroupements
.. circulaires ge petit
> -o‘k()j_e't'sl k-

Figure 9 : Clichés AFM a sec d’'une solution aguedsg-gliadines déposée sur un substrat

de mica (images de hauteur) (a) Vue globale - Intageum. (b) Zone homogéne constituée

de petits objets- Image 3x3 um. (c) Zoom sur lgeorgoements de petits objets circulaires -
Image 1.75x1.75 pm.

Ainsi, ces essais d’AFM suggerent différents étatsgbciation desy-gliadines. Sur un
substrat hydrophobe, un état instable des gliadinas forme de filaments a pu étre identifié,
alors que sur du mica, il semblerait que les agséd@ 100 a 200 nm de rayon préalablement
identifiés par DLS soient observables. En consittégaie les gros objets observés sur mica
sont identiques a ceux identifié par DLS, I'épaiss#e ces objets mesurée par AFM suggere
que les agrégats en volume sont gonflés d’eau. é&@pant les filaments, ils pourraient étre le
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résultat de l'interaction des protéines avec lessah la question de leur existence dans la
solution, en volume, se pose. Pour avoir, une rigiobjets en solution, I'AFM n’est pas la
technique la mieux adaptée, car les solutions @g@mbsées sur un substrat qui est séché, ainsi
I'interaction des objets avec le substrat est prihabe, d’autant plus que nous travaillons
avec des systemes mous. Des essais de cryo-frattale cryo-microscopie électronique a
transmission (cryo-TEM) ont été tentés, mais n’pas abouti. Les images de cryo-TEM
manquaient de contraste tandis que les répliquasyaefracture ont présenté des défauts
dans leur fabrication.

3. Systeme de concentration controlée de solutionget

Nous avons jusqu’ici décrit les résultats obtenuis des solutions diluées de protéines en
solution aqueuse. Afin de mimer le comportemente protéines dans les systémes denses
que représentent les corpuscules protéiques, nowss acherché une méthode permettant
d’atteindre des régimes concentrés tout en limitanfjuantité de protéine utilisée. Les
résultats sont décrits ci-dessous.

a) Microévaporateur

Pour concentrer des solutions aqueuses de gliadides expériences sur systémes
microfluidiques ont été réalisées au LaboratoireFditur a Bordeaux (CNRS/Rhodia). Le
microévaporatedr développé récemment par J. Leng, est un systémefmidique qui
permet de concentrer progressivement, de facorrddéat de petits volumes de solution
(quelques pL). Il s’agit d’un micro-canal en polydithylsiloxane (PDMS), recouvert d’'une
membrane fine faisant l'interface avec un flux d’aontrélé, et relié & un réservoir de
solution tres diluée (figure 10). L’évaporation dolvant par la membrane induit une
concentration de la solution et un flux depuiséservoir vers le bout du canal. Ce dispositif
permet ainsi d’explorer un diagramme de phases artentration avec de trés petites
quantités de matiere. Ces systéemes peuvent e@gretétudiés par microscopies optiques et
spectroscopie Raman.

top view
y »
1 1
Wt s o - = L] N R
5 -
0 3 -
resemnoir \
PDMS membrans 5
@ £o=
'1' ot B & i
L TR _ i - E = & ) L
L, L side view

Figure 10: Schéma du micro évaporatéubimensions typiques : e = 10 um, h = 20 um,
w =200 pm, b= 10 mm.
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b)  Microscopie optique

Des solutions diluées de gliadines, préparées delprotocole précédemment décrit, ont été
concentrées dans des puces de micro-évaporatiecne®ais qualitatifs ont été réalisés sur
des solutions dg-gliadines (¢= 0.2 mg/ml) en eau ultrapure et a différentesdsnoniques
(1.3 et 3.5 nM). Pour établir la force ionique dilvant, les solutions tampon n’ont pas éte
utilisées car le dispositif concentre toutes lepéess en solution, et l'utilisation de ces
solutions aurait induit une force ionique variakle fonction du taux d’évaporation. Pour
pallier a cette difficulté, un volume fini de satut saline (NaCl) a été introduit dans les
canaux préalablement a I'ajout de la solution de#dines en eau ultrapure dans le réservoir.
Cette procédure permet d’introduire une quantitéefde sels qui se concentre au bout du
canal. Au temps initial, toutes les solutions apfEsent optiquement homogénes tout le long
du canal. Ensuite, au cours de I'évaporation dwast] des gouttelettes apparaissent puis
croissent en taille par mdrissement et coalescence.

Eau ultrapure

- = NaCl 1.3 nM

BREE  _NaCI35 M

Figure 11 : Observation microscopique de trois rmicanaux ou des solutions ghgliadines
(C=0.2 mg/mL), de diverses salinités, ont étéeatrées en paralléle. En haut, solution en
eau ultrapure ; au milieu, solution avec 1.3 nMNECI ; en bas, solution avec 3.5 nM de

NacCl.

La figure 11 présente les observations microsca@gsqaalisées sur les trois canaux contenant
les solutions aux différentes forces ioniques. hjgaration des différentes solutions étant
menée en parallele, les taux d’évaporation dandif&sents canaux sont identiques. De plus,
compte tenu du dispositif, les concentrations esgmes sont croissantes le long du canal,
depuis le réservoir jusqu’au bout du canal. Plusielomaines peuvent étre distingués : un
domaine homogene et isotrope du c6té du résemunijomaine bi-phasique constitué de
gouttelettes dispersées dans un fond homogéne, emfilomaine monophasique au fond des
canaux ayant une force ionique non nulle. Les Bitéa de fluorescences observées sur des
expériences réalisées avec geagiadines marquées (TRITC), ont permis d’identifes trois
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domaines : le premier domaine est une solutiorédilde gliadines ; le deuxieme domaine un
systeme bi-phasique constitué de phases densesotdngs (gouttelettes) dispersées dans
une phase diluée ; et le dernier domaine une pif@sse de protéines. Aucune biréfringence
n'a pu étre détectée lors de I'observation entrar®urs et analyseurs croisés, ainsi nous
avons qualifié la phase dense de "gel'. Les charg@mmde domaines apparaissent a
différentes positions dans les canaux. Cela sugigsdransitions de phases pour différentes
concentrations en protéines. La transition de phdspiide-liquide, qui se traduit par
I'apparition des gouttelettes, a lieu a des comediohs d’autant plus faibles que la force
ionique de la solution est élevée. Cette obsemaéist en accord avec les mesures de
solubilité réalisées précédemment. La phase gahopttasique, apparait également d’autant
plus rapidement que la force ionique est élevéee Bbhauche du diagramme de phase
(concentration, force ionique) de\aliadine dans I'eau peut ainsi étre réalisée. Gdaet il
faut prendre des précautions avec ces observatiange procédé d’évaporation doit induire
une variation de force ionique le long du canalurPavoir une force ionique constante, il
serait plus juste d’observer un point du canalogrction du temps d’évaporation.

4 . |
adine
L+L,
L2 l Ll
< o
S <L2: Ll+ I-2 : Ll

e __ Concentration protéique
: e T i ] croissante

Figure 12 : A gauche, observations microscopiquenézro-canaux ou ont été concentrées
des solutions dggliadines (en bas) etrgliadines (en haut). A droite proposition
d’explication des différents comportements obsepaégsies diagrammes de phafe. :
phase diluée, 4: phase concentrée)

La figure 12 présente les observations réaliséesias extrémités de micro-canaux, dans
lesquels ont été concentrées des solutiong-det w-gliadines (G=0.2 mg/ml) en eau
ultrapure. Dans le cas deyaliadine on peut voir des gouttelettes qui se saisorbées sur
les interfaces et qui ont coalescé pour formeradges domaines homogenes. Dans le cas de
la w-gliadine, il n'y a pas eu formation de gouttelsitéa phase dense s’est directement
formée a partir de I'extrémité du canal. Cettedghce de comportement peut étre attribuée a
un domaine étroit de coexistence des phases degset(diluée (L) dans le diagramme de
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phases de laygliadine, contrairement a kagliadine ou le domaine de coexistence serait
beaucoup plus large (cf schéma de droite, figuje 12

c) Spectroscopie Raman Confocale

Une étude des différentes phases de gliadinesw@#esedans les micro-canaux a été initiée
par spectroscopie Raman. L’expérience a montrdegaeeilleur rapport signal sur bruit était
obtenu pour une excitation a 782 nm dans le camdeystémes.

La figure 13 présente les spectres Ramarydetw-gliadines a I'état solide (lyophilisé). Afin

de pouvoir comparer les spectres, les intensitégtémormalisées par I'intensité de la bande
amide I. Comme l'indique la figure, la majorité deses a pu étre attribue Les bandes
amides |, lll, les raies intenses des résidus atigmes, la raie des ponts disulfures dans le cas
de lay-gliadine, et la bande d’élongation des CH, et @& des prolines, peuvent étre
distinguées. La position de la bande amide | sugg®mjoritairement des structures
désordonnées et des coufledans le cas de ka-gliadine, et majoritairement des structures
désordonnées et des hélicedans le cas de lagliadine. Par ailleurs, la position de la bande
des ponts S-S & 510 &nsuggére une conformation gauche-gauche-gatichei est la
conformation énergétiquement la plus stable. L’athan a I'état solide étant isotrope, les
intensités des raies peuvent étre comparées d'tanédon a l'autre. Les raies des
phénylalanines sont clairement plus intenses danad de largliadine, que dans le cas de la
y-gliadine. Cette observation est en accord avepdescentages de phénylalanines dans ces
protéines (Tableau 2). La bande a 1450 grésente également une intensité plus élevée dans
le cas de law-gliadine. Cela s’explique par le plus grand pootage de prolines dans sa
séquence primaire.

y-gliadine w-gliadine
Phenylalanine (F) 15 4.8 % 25 8.9%
(dont 13 dans domaine répétg)
Tryptophane (W) 3 1% 1 0.4%
(dont 1 dans domaine répéte)
Tyrosine (Y) 2 0.6 % 6 2.1%
(0O dans domaine répété)
Proline (P) 54 17.5% 75 26.8%

(dont 39 dans domaine répétg)

Tableau 2 : Composition en acides aminés aromasigaig@rolines deg et cgliadines selon
les séquences référencées Q6EEW9 et QIFUW?7 dapsoUni
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Figure 13: Spectres Raman dgset wgliadines sous forme lyophilisée.

Nombre d'onde (cf

y-gliadine
I I
L Phe
1004
CH+CN
| (proline)
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Nombre d'onde (cf)
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La figure 14 présente deux types de spectres Raii@mus sur de Iggliadine concentrée
dans un micro-canal. Ces spectres sont observéasdeox types de zones : la zone A qui
semble correspondre a des domaines homogenesianerset denses en protéines, et la zone
B, moins proche de I'extrémité du canal, qui sendmerespondre a des domaines ou les
phases denses sont adsorbées sur les surfacedif dRDcanal.

Sur le spectre de la zone A, les bandes intensegliénylalanines, des tryptophanes, de
I'amide |, et de la bande de vibration des CH et €Nt reconnues. Une bande & 712'cm
qui est attribuée au PDMS constituant le canal.également identifiée. De plus, une raie
intense & 1355 ¢ qui n'est pas présente dans le spectre de |@ipeo@ I'état solide, est
observée. Cette raie, attribuée au tryptophane.arafip intense lorsque les résidus
tryptophane, non exposés au solvant, changent idcemement’.

Sur le spectre de la zone B, beaucoup moins de 0@t observées, et les rapports
d’intensités entre les différentes raies sont reummanlement différents. La variation du
rapport d’intensité entre les bandes du tryptophpaet étre attribuée a une variation
d’intensité de la bande & 1358 tmqui est sensible & I'environnement de ces résidus
Cependant, les intensités des raies de la phénilelae sont pas influencées par des facteurs
extérieurs. Les raies & 1005 et 620 coorrespondent & des modes de vibrations ayant des
directions approximativement perpendiculaires, qugsla raie & 1005 chcorrespond & la
"respiration” du cycle aromatique, alors que l& &i620 crit correspond & une déformation
du cyclé®. Le degré d'interaction entre le rayonnement ietcet la molécule est dépendant
de I'angle entre le vecteur électrique de la réaleet la forme du tenseur de polarisabilité, de
méme que l'intensité Raman diffusée dépend deréxtitin d’observatioff. La variation du
rapport d’intensité entre ces deux bandes peuti @tre attribuée a un changement
d’orientation moyenne de ces résidus. Les fortémngités sont attendues pour des dipdles
induits orientés parallélement a la direction dateer électrique de la radiation. Le rapport
d’intensité des raies de phénylalanines dans l& Zor{4.6) est du méme ordre que celui
observé dans la protéine a I'état solide (4.3)rsatpue dans la zone B, le rapport est plus
faible (2.8). Ces observations suggérent que Edug phénylalanines sont isotropes dans les
zones A, et anisotropes dans les zones B. En @fietorientation préférentielle des résidus
phénylalanine, avec le plan des cycles aromatigaeesendiculaires a la surface de PDMS,
aurait lieu dans les zones B. La majorité des plaéamjines dans leggliadines étant situé le
long du domaine répété, ce domaine doit présemteranientation partielle. De la méme
fagon, les tres faibles intensités des bandes amielede vibration des CH et des CN,
observées sur le spectre de la zone B, peuvenatititeuées a des orientations spécifiques de
ces groupes. Cela indique que les directions desotis C=0 et des liaisons CH et CN (des
prolines) sont orientées plutét perpendiculaireneeiiinterface eau-PDMS. L’ensemble de
ces résultats suggére une orientation spécifigasg-gliadines dans les zones de type B. On
peut penser que cette orientation des protéinemesite par leur adsorption aux interfaces
hydrophile-hydrophobe, eau-PDMS.
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Figure 14 : Spectres Raman typiques des zone8Alétinies sur le cliché de microscopie
optique.
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4. Bilan

L’ensemble de ces expériences préliminaires montesn possibilités d’étude des modes
d’assemblage des protéines de réserve dans urumaijeeux. Les gliadines, couramment
considérées comme insolubles dans des milieux agaeaH neutre, montrent une certaine
capacité a se solubiliser dans ces milieux. Cectene partiellement soluble avait quelque
fois été évoqué dans la littérature, mais peu téraé>*® Un pourcentage de fraction
soluble constant en fonction de la concentratigtiala semble indiquer qu'il y ait plusieurs
sous-catégories de gliadines dans chaque fractigfige. Par ailleurs, I'étude des solutions
diluées de gliadines, par DLS et AFM, a permis @dtra en évidence le caractere biphasique
des solutions. En effet des monomeres ont pu &sereés en équilibre avec des agrégats
protéiques gonflés d’eau, le rapport volumique eehiss deux types d’objets étant variable
selon le type de gliadine et la force ionique duvaa. Cet équilibre entre especes
monomériques et polymeériques s’explique par la sbemce d’'une phase diluée et d’'une
phase concentrée en protéines dans le diagrammbases de ces gliadines, la phase dense
étant sous forme de gouttelettes dispersées dagisake diluée. Aprés quelques heures, ces
gouttelettes apparaissent stables dans le tempendant une étude du vieillissement des
solutions pourrait étre envisagée. D’autre partétat d’association sous forme de filaments
instables, pouvant correspondre a une étape taeside I'assemblage des gliadines, a pu
étre observé par AFM sous certaines conditiongoetrait étre davantage étudié.

Ensuite, pour explorer le diagramme de phases tadings en solution dans I'eau, un
systéme microfluidique permettant de concentrer dekitions diluées a été testé. Les
observations microscopiques ont permis de mettré&vedence I'apparition de différentes
phases en fonction de la concentration en protéirgedaible concentration, un systeme
monophasique de solution diluée; pour des coragomis intermédiaires un systeme
biphasique correspondant a la coexistence de sptutliluée et concentrée ; enfin pour de
tres fortes concentrations une phase dense degslpd®ar microscopies optiques, a faible
concentration la solution apparait homogéne et ploasique, cependant les mesures de DLS
indiquent qu’il s'agit déja d’'un systeme bi-phasquonstitué de gouttelettes de phase dense
(diametre ~200 nm) en équilibre avec une solutidnédi de monomeres. La transition de
phases liquide-liquide aurait ainsi lieu a des eomi@tions inférieures a celles utilisées pour
nos solutions diluées.

Des difféerences de comportement ont pu étre obssredtrey- et w-gliadines. Lesw-
gliadines apparaissent plus solubles dans I'eauegiegliadines, ce qui est en accord avec
les mesures d’hydrophobicité estimées a partir stagctures primaires. De plus, aucun
domaine de coexistence des phases diluée et démgsurétre observé par microscopie
optigue dans le cas desgliadines. Les grosses gouttelettes de phase&seley-gliadines
pourraient étre mieux stabilisées en raison d'wargement spécifique des moléculesyde
gliadines a l'interface phase diluée-phase denseeftet, contrairement a ka-gliadine, lay-
gliadine posséde deux domaines d’hydrophobicitéstindis, qui pourraient stabiliser
I'interface entre les deux phases. Enfin, les péws interfaciales deggliadines ont été
mises en évidence dans les canaux de microfluidigne adsorption des phases denses sur
les parois de PDMS a pu étre observée et les épamleSpectroscopie Raman confocale
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semblent indiquer une orientation privilégiée destgines a ces interfaces. Ainsi, la forte
aptitude deg-gliadines a s’adsorber aux interfaces semble itapte dans les modes d’auto-
assemblage de ces protéines.

C. Assemblage dey- et w- gliadines a l'interface air-eau.

Les études par spectroscopie Raman confocale @éslsur des phases denses de gliadines
générées par un systeme microfluidique suggéremtanientation spécifiqgue des gliadines
aux interfaces hydrophile-hydrophobe. Afin de mécicette observation, des études ont été
réalisées a l'interface air-eau a l'aide d’'une beéade Langmuir. Cette approche permet
d’étudier l'assemblage des gliadines a une interféydrophile-hydrophobe dans un
environnement aqueux. De plus, la compression dedahe interfaciale a I'aide des barriéres
mobiles d’'une cuve de Langmuir permet de simulgpricessus d’agrégation ayant ligeu
vivo lors de la mise en place des corpuscules protéidies isothermes de compression de
gliadines a l'interface air-eau ont ainsi été &, et les films de gliadines ont été étudiés
tout au long de la compression par microscopie gieade Brewster et spectroscopie PM-

IRRAS.

1. Essais préliminaires

Dans un premier temps, les propriétés d’adsor@idimterface air-eau des gliadines ont été
étudiées en fonction de la nature de la sous-pHasax types de sous-phases ont été
testés : un tampon phosphate 0.05 M pH 7.2, dapgeldes gliadines sont majoritairement

insolubles, ainsi que de l'acide acétique dilu@%M), solvant dans lequel les gliadines sont
majoritairement solubles. Des mesures de pressmudace ont été réalisées a I'aide d'une
petite cuve circulaire en téflon de 5 cm de raybf.8 cm de profondeur, contenant 8 ml de
sous-phase. Les protéines préalablement solulsl&demg/ml dans un mélange eau-éthanol
(45 : 55) ont été injectées a la surface de I'ebaide d’'une seringue Hamilton.

La figure 15 présente I'évolution de la pressioterfaciale en fonction de la quantité de
protéines injectée, pour les deux types de souseshat de gliadines. Les évolutions des
pressions interfaciales sont beaucoup plus impt@sadans le cas de la sous-phase a pH
neutre, qu'avec l'acide acétique. Ainsi, I'activité surface des gliadines apparait bien plus
importante dans le cas d’'un tampon a pH neutrg'egplique aisément par la différence de
solubilité des gliadines dans ces deux solvantplD®& pour les deux types de solvantsyles
gliadines présentent une activité de surface phportante que les-gliadines, ce résultat est
également en accord avec les différences de sivdutdds deux types de gliadines. Dans le cas
de la sous-phase a pH neutre, I'évolution de Isgio@ en fonction de la quantité injectée
présente deux régimes : une croissance linéaimepeirtante dans un premier temps, puis une
stabilisation de la pression interfaciale. La dtsdion de la pression interfaciale a lieu a
~ 20 mN/m pour lay-gliadine et ~ 8 mN/m pour laxrgliadine. Ces valeurs peuvent étre
considérées comme les pressions d’équilibre deasairides gliadines pour le systeme
considéré.
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Figure 15 : Evolution de la pression interfaciale ®nction de la quantité de gliadines
injectée. Effet de la nature des gliadines injestéede la sous-phase.
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La figure 16 présente des évolutions typiques @sgion interfaciales suite a l'injection ge

et de w-gliadines dans les difféerents types de sous-phd3ess le cas de la sous-phase

tampon a pH neutre, une augmentation de pressitfaniale brusque et intense est

observée, puis la pression se stabilise rapidemeéte a une faible décroissance. Dans le cas
de la sous-phase acide acétique, 'augmentatioprdssion est assez brusque mais peu
intense, et se stabilise lentement par une faldgn@ntation de pression. Ces comportements
sont également expliqués par les différences dabsité des gliadines dans ces deux

solvants.

Pour la suite des études, une sous-phase de tapmosphate 0.05 M, pH 7.2 a été utilisée
afin de se rapprocher davantage du contexte boplegi

2. Isothermes de compression et microscopie a angbralester

Des isothermes de compression des gliadines ontatisées a l'interface air-eau a l'aide
d’'une cuve de Langmuir en Téflon munie d’une baeri@obile pilotée par un logiciel Nima.
La sous-phase était constituée d’'un tampon phospitat7.2, 0.05 M, préalablement passé
sur un filtre en microfibres de verre (GF/F Watmarms gliadines préalablement solubilisées
dans un mélange eau-éthanol (45 : 55) et filtréeOA5 um, étaient injectées a l'interface
air-eau a l'aide d’'une seringue Hamilton. Apréstemps de mise a I'équilibre de 10 minutes
environ, les films de protéines ont été compriméscaune vitesse de 10 cm2/minute, ce qui
correspond & 83 A.moléculenin™ pour lay-gliadine et 50 A.moléculemin™ pour la o>
gliadine. En parallele de la compression, les filmgrfaciaux ont pu étre observés par
microscopie a angle de Brewster.

Juste apres l'injection, les gliadines forment flless homogenes et stables, comme illustré
sur les figures 17 (a) et (b). L'uniformité du rewede gris indique que les films ont des
épaisseurs uniformes sans défaut détectable &slalution du microscope. Lors de la
compression, les films sont optiquement uniforne¢gpparaissent de plus en plus lumineux.
Ces changements de réflectance peuvent étre dus aaviation d’indice optique du film,
mais surtout a des variations d’épaisseur. La ritébies films semble décroitre avec la
compression, et indique des films protéiques saumd de gel. A tres hauts taux de
compression, des bandes linéaires peuvent étrevelese(figure 17 (c) et (d)). Ces bandes ont
des largeurs micrométriques et présentent destizansad’épaisseur de quelques nanometres.
Ce phénomeéne peut étre attribué a un flambagsldesgrotéique¥ 2

En considérant un indice de réfraction de 1.47 pesirfilms interfaciaux de gliadines, les
évolutions d’épaisseur des films en fonction dessamnoléculaires ont été tracées sur la figure
18. Pour les deux types de gliadines, les épaissirifilms, évoluent de 1.5 a 9 nm. Cette
gamme d’épaisseur est en accord avec une monocaocheotéines étant donné les tailles
moléculaires des gliadines. Ces valeurs d’épaisssont approximatives, cependant il est
possible d’ajuster I'évolution des épaisseurs perloi de puissance :

e=C.A
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avec e I'épaisseur du film protéique, A I'aire nmlkire, C une constante et b I'exposant de
la loi puissance.

Figure 17 : Clichés de Microscopie a Angle de Bitewsde gliadines a I'interface air-water
(a) pgliadines,/7= 6 mN/m, TE = 1/50 s (bygliadines/7= 6.7 mN/m, TE = 1/50 s (g}
gliadines/7= 29 mN/m, TE=1/1000 s (dpgliadines/7= 15 mN/m, TE =1/2000 s/%,
pression interfaciale, TE: Temps d’exposition).

L’évolution des épaisseurs du film gegliadines est bien ajustée par une loi en puigsanc
avec un exposant b = -1 (figure 18 (a)). Cela §igjue

e.A=Vv=C

Le volume moléculaire (V) peut donc étre considgngstant tout au long de la compression.
Cette invariance du volume moléculaire indique aoastance du niveau d’hydratation du
film, et une préservation de la majeure partierdesecules de gliadines a l'interface air-eau,
si on considére un indice optigue constant. Le ma@umoléculaire mesuré est de
~60 nni/molécule. Cette valeur est faible comparée a lawaprécédemment obtenue par
diffusion des rayons X aux petits angles surydgiadines solubilisées dans un bon sol¥ant
(>> 200 nni/ molécule). Cette différence peut étre attribuér différentes conformations
adoptées par Iggliadine dans les différentes conditions de sdlvira été précédemment
observé que les gliadines avaient une structure gtendue dans les bons solvEnt3e plus,
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le volume moléculaire deggliadines mesuré a linterface air-eau est en rac@vec le
volume calculé pour des protéines solubles repliéeméme masse moldite

(a) y-gliadines a l'interface air-eau
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Figure 18 : Isothermes de compressi@af(A) (—) et épaisseurs des films interfaciaux :
Points expérimentaux)(et ajustement par une loi en puissancg (
(a) ygliadines, (b)wgliadines.
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Les données expérimentales d’épaisseunsgiadines en fonction de 'aire moléculaire sont
bien ajustées par une loi en puissance avec ursarpb=-0.6 (figure 18 (b)). Cela signifie
que le volume du film interfacial évolue en fonctide I'aire de la fagcon suivante :

V=e.A=C.A%*

Ainsi, le volume du film diminue lorsquiaire décroit, si on suppose l'indice de réfrantiu
film constant. Cette évolution peut étre attrib@éene perte deb—gliadines dans la sous-
phase ou a une densification de la couche intatfaci

Les isothermes de compressions gest w-gliadines sont aussi présentées dans la figure 18.
lIs présentent des changements de pente qui dsirtigrois régimes dans le cas den-la
gliadine, et deux régimes dans le cas de-fliadine. Aux hautes aires moléculaires, dans le
premier régime, les pentes sont faibles, puis dansecond régime, les pentes augmentent.
Ce comportement fait penser a des transitions @sgRD de molécules simples, lors du
passage liquide expansé — liquide condensé. Datisigeme régime de l'isotherme ge
gliadine, la pente est moins grande que dans nge@gime. Selon les mesures d’épaisseur
il N’y a pas de perte de protéines a l'interfacenacette diminution de pente de I'isotherme
peut étre attribuée a une accumulation des pratéaes I'épaisseur. Par ailleurs, pour les
deux types de gliadines, les pressions obtenuellbwt des derniers régimes correspondent
aux pressions d’équilibre déterminées précédemifohiapitre 3 C-1). Cela suggére que les
derniers régimes sont instables. Cette instab#égé confirmée par I'observation d'une
diminution de la pression interfaciale lorsque leuvement de la barriére de compression est
stoppé. Par ailleurs, cette instabilité apparaé ébrrélée a I'apparition des bandes linéaires
observées en microscopie (figure 18 (c), (d)).

3. Mesures PM-IRRAS

a) FTIR (ATR) de y- etw-gliadines a I'état solide.

Dans la littérature, les spectres infrarouge désdigles ont été présentés, mais souvent,
exclusivement dans la région des bandes amidd# {'ét* La figure 19 présente les spectres
infrarouges dey- et w-gliadines a I'état solide dans un domaine de lengsi d’onde de 1800

a 1300 crit, oul peuvent étre observées les bandes amide 1@€t69, Il (~1550 cnit), ainsi
qu'une bande & ~ 1450 &inCette derniére bande est généralement attribuéeibrations
des liaisons CH. Cependant, en considérant lethautde prolines dans les gliadines (17.5%
dans lay-gliadine), cette bande peut étre attribuée auratiins de CN des résidus proline.
En effet, quelques autedf$>** ont corrigé I'attribution de cette bande intenégalement
observée sur les spectres infrarouges de la pdigprde plus, des calculsb initio réalisés
par Dominique Cavagnat (ISM — Bordeaux 1) ont perae confirmer l'attribution de cette
bande. Nous pouvons également remarquer que irdé&grée de cette bande, normalisée par
celle de la bande amide |, apparait approximativenpgoportionnelle a la quantité de
prolines dans chaque fraction de gliadine (~17.5&%pmblines dans Iggliadin€®, et 29 %
dans law-gliadin€®). Par ailleurs, les prolines contribuent égalendefat variation d'intensité
de la bande amide Il puisque cet acide aminé rsadpanode amide Il.
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Comme précédemment observé, les bandes amideg-gleglines sont dominées par la
contribution des hélicesx (1651 cni et 1540 crif), alors que les bandes amides
desw—gliadines sont décalées vers les basses fréquamzse des feuillefs
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Figure 19 : Spectres d’absorption infrarouge dedagliadine (---) et de lg+gliadine (—)

Une contribution significative & 1651 &npeut étre également observée sur le spectre de la
w-gliadine. Cette contribution a été interprétédédédmment selon les auteurs. En effet,
Pezoletet al' ont attribué cette bande de facon classique alioekér, mais d’autres auteurs
ont réfuté cette hypothese car le signal des I®lice’a pas été détecté par dichroisme
circulairé’, et la trés grande proportion de prolines dansolgfiadines devrait défavoriser la
formation des hélices. Ainsi, Wellnat af* ont attribué cette contribution & la grande
proportion de résidus glutamine présente danswlegiadines. Cependant, la formation
d’hélicesa peut étre considérée car les glutamines ont ummebcapacité a former des
hélices®, et il a été suggéré que les prolines puissenst iéttiatrices d’hélices, plutét que
destructrices de ces derniéresDe petites hélices, formées entre les résiduprdénes,
peuvent ainsi étre suggérées. De grandes boudesectant les structurdspeuvent aussi
étre proposé€®>’ Cette derniére hypothése est renforcée par umde éde dynamique
moléculaire sur un octapeptide du domaine répéta aegliadine, qui présente un repliement
original du peptide contenant des feuillets etarsle3*2

b) Spectres PM-IRRAS

Les films de gliadines a l'interface air-eau oré éaractérisés tout au long de la compression
par spectroscopie PM-IRRAS. Afin de faciliter l'émprétation des spectres, les spectres ont
été traités de facon a ce qu'ils aient des intéasitdépendantes de la concentration due a la
réduction d’aire interfaciale, et ainsi observes peertes de matiere a l'interface. Pour cela,

chaque spectre a été multiplié par I'aire de serfdisponible pour le film protéique lors de
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I'acquisition, car l'intensité des bandes d’absampien PM-IRRAS (l) est proportionnelle a la
concentration de surface (N/A) et a I'orientati@s anoments de transitioruo

10 N/A * f(a)
Avec N le nombre de molécules et A l'aire surfaeiqu

La figure 20 présente un spectre PM-IRRAS typigaegtiadines a l'interface air-eau. Ces
spectres présentent les bandes amides | et lladdebde vibration de CN des prolines, et
quelques bandes de faible intensité dans la rébd@®-1300 cnl. Dans cette région, une
bande positive & 1067 ¢émune bande négative a 1290tet une trés faible bande positive &
1240 cm' peuvent étre indentifiées. Ces bandes sont aéebwaux sels phosphates de la
sous-phase : les bandes a 1240 et 1067 somt associés aux vibrations symétriques et
antisymétriques des BO alors que la bande & 1090 tnest associée aux vibrations
antisymétriques des R) Comme les spectres de gliadines sont normalméke spectre de
la sous-phase, ces bandes indiquent une augmenthtizatio PG/PQOs> & I'interface par
rapport au systeme sans protéines. Ainsi, il yiauree acidification du pH interfacial lors de
I'addition de gliadines.
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Figure 20 : Spectre PM-IRRAS typique de gliadinémgerface air-eau.

(1) pdliadines
La figure 21 présente les spectres PM-IRRAS du fiey-gliadines a l'interface air-eau tout
au long de la compression, ainsi que 'isothermeaiepression associée. Ces spectres sont le
résultat de deux expériences (représentées avec migaaux de gris sur l'isotherme)
réalisées avec differentes quantités de gliadimestées a l'interface air-eau, afin de couvrir
une grande gamme d’aires moléculaires.

Dans la premiere expérience, dans le régime ddsdaires moléculaires (spectres 1 et 2), la
bande amide | est décomposée en deux bandes pigxip'une a 1653 cm attribuée aux
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hélicesa et I'autre & 1669 cihattribuée aux coudds De plus, des contributions & 1685 et
1619 cnmt* attribuées a des feuillesanti-paralléles, et une contribution & 1635"cattribuée
aux coude$ paralleles peuvent étre observées. La grande giopale coudef observée
est caractéristique d’'un état peu replié des pregi En comprimant la couche interfaciale
(spectres 2-4), la contribution des hélices 1653 crit devient plus importante. Les
molécules de/-gliadines, initialement peu structurées a I'ivbed air-eau doivent se replier
lors de la compression. Ce comportement a étégiéahent observé avec d’autres protéines
a l'interface air-eatf.

Les deuxiéme et troisieme régimes de l'isothermecalmpression (spectres 4-9), ont été
obtenus lors de la deuxieme expérience, dans leqleel quantité initiale de protéines
injectées a linterface, était plus importante. dernier spectre de la premiere expérience
(spectre 4), et le premier spectre de la seconpériexce sont raisonnablement corrélés, mais
un décalage en fréguence de la contribution désdsél est observé (depuis 1653 a 1658 cm
1). Selon Novskava et ChirgadZela fréquence des hélicesaugmente lorsque le nombre de
résidus impliqués dans I'hélice décroit. Ainsi, fedicesa apparaissent plus longues a la fin
de la premiére expérience, qu'au début de la dn&i€ela peut étre expliqué par le fait que
dans la premiere expérience, les gliadines somressivement repliées avec la compression,
alors que dans la seconde expérience, le repliedenprotéines en hélices est géné par la
grande concentration de protéines directement tégea@ l'interface air-eau. Pendant les
second et troisieme régimes de l'isotherme de cesgwn, il N'y a pas de modifications
majeures des spectresydgliadine a l'interface air-eau. Cependant un dagalprogressif du
maximum de la bande amide | lors de la compregsier1658 & 1655 cf) peut étre observé

et attribué a un petit allongement des héligede plus, entre 2500 et 1500 A2/molécule
(spectres 4-6), on peut noter I'apparition et laissance de bandes a 1645 et 1628 cm
correspondant respectivement aux structures désoéds et aux feuillefd. La formation de
feuillets 3 doit étre le résultat d’interactions intermoléads, alors que l'allongement des
hélices est attribué a la structuration deydgliadine en réponse au manque de place a
l'interface. Pézoletet al. ont montré que les protéines du gluten dans uh p#teux,
contenaient plus de feuillefsintra- et inter-moléculaires, et moins de cou@ext d’hélices

a, qu’en solution dans de I'acide acétique ou leadjties sont partiellement dépliées. A de
plus faibles aires moléculaires, entre 1500 etA#tolécule, isotherme de compression est
modifiée lors de l'arrét de la barriere mobile. &amt I'acquisition des spectres, nous
pouvons observer une diminution de la pressionrfat@le, due a la relaxation du film
protéigue. Dans le dernier régime de l'isothermealapression (spectres 7-9), les structures
secondaires apparaissent inchangées. De plusaieed de vibration des CN (1450 Bm
normalisées ont des aires a peu prés constantagafement aux bandes amides qui peuvent
avoir des aires modifiées par les orientationsstiegtures secondaires, les groupes CN ont
peu de chance d’étre orientés, la vibration d’éttiog des CN sera donc proportionnelle a la
concentration de gliadine a linterface. Ainsi, ¢ancentration interfaciale de gliadines,
normalisée par I'aire moléculaire, apparait cortsta@ela confirme le fait que lgsgliadines
sont totalement maintenues a I'interface air-eae) que soit le niveau de compression.
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Figure 21 : Spectres PM-IRRAS ggliadines a I'interface air-eau. (a) Isotherme de
compression7=f(A) pour la localisation des acquisitions PM-IRRAD) Spectres PM-IRRAS
rassemblés selon les trois régimes de l'isotherme.
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La décompression du film de gliadines a été réalgeéndant la deuxieme expérience. Un
comportement d’hystéresis est observeé sur l'isatbede compression, et peut étre attribué a
une lente relaxation du film interfacial. Le spectO montre qu’apres décompression, le film
interfacial ne retrouve pas sa structure initidle. bande amide | est caractérisée par
d’'importantes contributions & 1665, 1650 et 1625 caitribuées respectivement aux coudes
B, aux longues hélices, et aux feuilletf3. Il y a une tres faible contribution des structure
désordonnées (1640 & Ainsi, seules les structures secondaires ssaieii par des liaisons
hydrogenes sont maintenues apres décompression.

Par ailleurs, des informations concernant |'oridnotades structures secondaires peuvent étre
obtenues en utilisant les rapports d’intensitéecatnide | et amide 11 f{l / Iay). En effet, il a

été montré, par des simulations, que les héticpsesentaient différents spectres PM-IRRAS
selon leur orientation par rapport & linterfdtela figure 22 présente ces spectres pour
différents angle® entre la normale a l'interface et I'axe principalsdchélices. Ainsi, lorsque
I'hélice est parallele a I'interfac® € 90°), nous pouvons observer une bande amidetiyeos

et intense, et une bande amide Il positive et ddefantensité, alors que lorsque I'hélice est
perpendiculaire a linterfaced & 0°), on peut observer une bande amide | négativene
bande amide Il positive et intense.
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Figure 22 : Simulation de spectres PM-IRRAS d’leSliz orientées d’'un anglé par
rapport a la normale de I'interface.

A gauche les spectres, a droite un schéma de septétion de I'angle.

Les spectres PM-IRRAS degliadines a l'interface air-eau sont dominés pacdntribution
des hélicesi. De plus, les coudds qui présentent une forte contribution aux graraiess
moléculaires, sont de petites structures qui nesemtént pas de propriétés d’orientation
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massives. Ainsi on peut considérer que les évalstides rapportsyl/ Ia observées sont
principalement dues auarientations des hélicea. Aux tres hautes aires moléculaires
(spectres 1-2), les bandes amides Il ont de tibk$aintensités alors que les bandes amide |
sont intenses. Ce fort rappow; I/ Ia; peut étre attribué a I'orientation préférentiellesd
hélices parallelement a I'interface air-eau. Ersuitans le premier régime de l'isotherme, le
rapport h / |ay décroit de 7 a 4.7. Selon les simulations présent&tte évolution serait due
a un léger redressement des hélices de 90 a 75fapport a l'interface. Enfin, dans les
deuxieme et troisieme régimes, aucun changemerdgumedjorientation des structures n’est
observé puisque le rappoxt I | est constant.

(2) wdgliadines
La figure 23 présente les spectres PM-IRRAS dessfilew-gliadines a l'interface air-eau
tout au long de la compression, ainsi que l'isatieede compression associee. Cette figure
est le résultat de trois expériences représent@eldsotherme par les différents niveaux de
gris (figure 23 a).

Aux grandes aires moléculaires (spectre 1-2), éamlbs amides ont bruitées et perturbées par
une bande négative entre 1550 et 1650.d8ela est attribué & la trés faible concentragion
protéines et a la perturbation de I'eau interfaciaédr les protéines hydratées, combiné d’un
effet optiqué’*®3° Cet effet optique est attribué a la bande d’afttmr de I'eau, centrée
approximativement & 1640 ¢mLa position de cette bande correspond a la gamene
longueurs d’'ondes ou les spectres PM-IRRAS brutsegmtent un changement abrupt
caractérisé par une bande positive suivie immédieneé dune bande négative. Ce
comportement est d0 a une variation brusque dditénde réfraction de I'eau dans cette
gamme de fréquences. Sur les spectres 2 et 3nek@mide | présente des contributions
autours de 1665 et 1620 ¢ngui peuvent étre attribuées a des coydléans I'eat, et une
contribution & 1630 cth attribuée aux feuilletf. L'augmentation de la contribution a
1652 cn* représentée dans le spectre 4 peut étre attréauéglutamines et aux hélicasou

a de larges boucles. L'évolution des spectresodgiadines pendant le premier régime de
I'isotherme (spectresl-4) montre que les protéidesiennent plus structurées avec la
compression, soit en hélicaset feuilletsp, soit en larges boucles connectant les strucfiires
Ainsi, lors du premier régime de compression, degliadines seraient initialement peu
repliées a l'interface (car il y a beaucoup de esufd), puis se replieraient avec la
compression.

Dans le deuxiéme régime de l'isotherme (spectr&}, $es spectres PM-IRRAS présentent
des bandes amide | de plus en plus dominées paodésbutions a basses fréquences (dans
la gamme 1620-1630 chjy attribuées aux feuille. Parallélement, les intensités des bandes
de vibration des CN diminuent de facon significatiCela confirme que des moléculesude
gliadines plongent dans la sous-phase, comme pévédnt déduit de I'évolution de
I'épaisseur du film interfacial.
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Figure 23 : Spectres PM-IRRAS degliadines a l'interface air-eau. (a) Isotherme de
compression7=f(A) pour la localisation des acquisitions PM-IRRAD) Spectres PM-IRRAS
rassemblés selon les deux régimes de I'isotherme.
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Lors de la troisieme expérience nous avons suivildaompression du film. Dans ces
conditions, nous pouvons observer une rapide atheii@ pression de surface a zéro, lorsque
l'aire de la cuve augmente. Cela confirme gu'ungi@alesw-gliadines plonge lorsqu’on
atteint des pressions de surface importantes. éetrgpPM-IRRAS acquis une heure apres la
fin de la décompression (spectre 8) présente umakide protéine. Bien que le signal soit
bruité, la forme de la bande amide | semble tréérdnte de celles des spectres acquis avant
décompression. Les-gliadines ne retrouvent pas leur structure irgtid¢ signal de la bande
amide | étant dominé par des feuill@tparalleles et antiparalleles (respectivement 1&36
1620 cni). Des contributions moins importantes d’hélice65@ cm') et de coudes (1667
cm?) sont également observées. Ainsi, la majoritésiiestures organisées sont maintenues
aprés decompression, comme dans le casydgliadine.

c) Simulations

Afin d’appuyer les interprétations des résultats B&-IRRAS, quelques spectres
expérimentaux ont été comparés a des combinaisenspectres simulés des principales
structures secondaires : hélicas feuillets 3, coudesf et structures désordonnées. Ces
spectres sont présentés dans les figures 22 et 25.

Tout comme les hélicas, les feuillets présentent différents spectres selon leur oriemtat
par rapport & l'interfadé Les feuilletsp ont deux moments de transition pour I'amide I :
I'amide I’ positionnée & 1685 chmui est orientée le long de la chaine peptidigtiéamide |

& 1625 crit qui est orientée selon les liaisons hydrogénes oftaines, perpendiculairement &
I'amide I’ (cf figure 24). En volume, le ratiq,/la; ~ 10. A l'interface air-eau, ce ratio évolue
selon l'orientation des feuillets par rapport atérface, orientation décrite par deux angles :
8, I'angle entre la direction de la chaine peptidiguicipale et le plan de linterface, et
Y, I'angle entre la direction des liaisons hydrogéstde plan de I'interface.

Direction des
liaisons
hydrogénes

Direction de la
chaine
principale

Figure 24 : Représentation schématique d’'un feulet des directions utilisées pour
déterminer son orientation par rapport a l'interiac

Trois principales orientations des feuill@tpeuvent étre distinguées :

* A plat sur l'interface § =0°, y =0°). Cette orientation donne une bande amide I’
positive de faible intensité (1685 &in et une bande amide | positive de forte intensité
(1625 cm)

* Perpendiculaire a l'interface, avec les chainestigigpes paralleles a l'interface
(6=0°, P =90°). Cette orientation donne une bande amide I' posiiveine bande
amide | négative et intense.
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* Perpendiculaire a linterface, avec les chainestigigpes perpendiculaires a
l'interface @ =90°, Y =0°). Cette orientation donne une bande amide I' négadtve
une bande amide | positive et intense.

1,002 T

Coudes bet 1,006
(a) ----- Désordonnd
1,005
1,004
= Loo1 _
- © 1,003
2 S
\m ~
2 2 100
c 7]
] c
c i)
= 1 c 1,001
S
0,999
0,999 I I I I I I I 0998 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
1800 1750 1700 1650 1600 1550 1500 1450 1400 ’ 1800 1750 1700 1650 1600 1550 1500 1450 1400
Nombre d'onde (cii) Nombre d'onde (cf
1,006 1,006
1,004 1,004
1,002 1,002
/\_ ~~
© g
CAE S 1
NO) \Q
= =
2 2
$ 0998 @ 0,998
- o
c k=
0,996 0,996
0,994 0,994
0,992 ! ! ! | | | | 0,992 ! ! ! ! I I I
1800 1750 1700 1650 1600 1550 1500 1450 1400 1800 1750 1700 1650 1600 1550 1500 1450 1400
Nombre d'onde (cfiy Nombre d'onde (ct

Figure 25 :Simulations de spectres PMIRRAS de coyfietsstructures désordonnées (a)
puis de feuilletgd avec différentes orientations par rapport a l'irfge : (b) 0<6<90°, ¢=0°,
() 8=0°0<<90° (d) 0<8<90° 0 <y<90°.

Les spectres simulés ont été obtenus par un progeaméveloppé pour modéliser la
réflectivité des systémes de couches adsothéesétendu aux systémes anisotropes suivant la
méthode matricielle de BerrenfdnLes constantes optiques de I'eau utilisées setesc
obtenues par les simulations de Bertie et“famt celles des structures secondaires
proviennent de Buffeteaet al*.

94



CHAPITRE Il : ASSEMBLAGE DESY— ET W-GLIADINES EN MILIEU AQUEUX

0.002

0.0015

0.001

Intensité (a.u.)

0.0005

-0.0005

(@)

T T
Simulation

40% coudesf
40% hélicesa 8=90°
15% feuillets B =0° Y=09
5% désordonné

Intensité (u.a.)

1750 1700 1650 1600 1550 1500 1450 1400 1350
Nombre d'onde (ci)

Intensité (u.a.)

0.0025 T T T
(b) Simulation
10% coudesf
0.002 |- 54% hélicesa 8=75°

0.0015

0.001

0.0005

-0.0005 ‘ ‘

18% feuillets B 8=0° P=0°
18% désordonné

1750 1700 1650 1600 1550 1500 1450 1400 1350

Nombre d'onde (ci)

0.0025 T T T T
(C) Simulation:
8% coudesp
0.002 - 45% hélicesa =75° |
22% feuillets g 8=0° p=0°
25% désordonné
0.0015 B
0.001
0.0005
0
-0.0005 | | | | | | |

1750 1700 1650 1600 1550 1500 1450 1400 1350

Nombre d'onde (ci)
Figure 26 : Comparaison des spectres PM-IRRAS gisneill expérimentaux, gegliadines a

I'interface air-eau, a différents niveaux de comgsien : (a) A = 6000 A2/molécule (b)
A = 2300 A2/molécule (c) A = 600 A2/molécule.

La figure 26 présente la comparaison de quelquestrgs expérimentaux degliadines
(6000, 2300 et 600 A2molécule) avec des combimgiste spectres simulés de structures
secondaires. De facon générale, les ajustementsgoracts, cependant une différence entre
spectres expérimental et simulé de la figure 26ef)observée au niveau de I'amide Il
L’absence d’amide Il sur le spectre expérimentalt @ére expliquée par la bande négative de
'eau interfaciale qui est perturbée par les prasi hydratées, et la faible concentration
interfaciale de protéines. Sur la base des sinmmgtinous pouvons supposer qu’a haute aire
moléculaire, les coudel sont majoritaires, et la plupart des hélicest feuillets3 sont
orientés a plat sur l'interface. A la fin de la miere étape de I'isotherme, la plupart des
coudesf} seraient transformés en structures désordonnéss leelicesn, les hélices ayant
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fait une petite rotation qui les aurait conduitesnaangle de 75° par rapport a la normale du
plan interfacial. A la fin de la deuxieme étapel'd®therme, la proportion d’hélices aurait
diminué au profit des feuillet§ et des structures désordonnées. Ainsi les sirukti
suggerent un faible changement d’orientation ddgd® pendant la premiére étape de
I'isotherme et des changements de proportions ifi€sehtes structures secondaires au cours
des deux premieres étapes de l'isotherme. De fgémérale, nous pouvons observer une
diminution des longueurs d’'onde des principalestrdmutions de la bande amide | depuis

1670 cnt jusqu'a 1625 cil, ce qui suggére une diminution des coufleau profit des
feuillets 3.
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Figure 27: Comparaison des spectres PM-IRRAS sereiléxpérimentaux, degliadines a
I'interface air-eau, a différents niveaux de comgsien : (a) A = 6000 A2/molécule (b)
A = 3000 A2/molécule (c) A = 600 A2/molécule.
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La figure 27 présente la comparaison de quelquestrEs expérimentaux de-gliadines
(6000, 3000 et 600 A2/molécule) avec des combimaiste spectres simulés de structures
secondaires. Les ajustements apparaissent rel@nteroorrects. Sur la base de ces
simulations, nous pouvons suggérer qu’a grandenaddéculaire, la structure secondaire des
w-gliadines est dominée par des couflest des hélicest orientées a plat sur linterface
(figure 27 (a)). Les feuillet sont bien ajustés avec une orientatbr 45° Y =0° qui
correspond a la direction des liaisons hydrogémentires parallelement a linterface et la
direction principale des chaines peptidiques oéerdvec un angle de= 45° par rapport a
I'interface. A la fin du premier régime de lisotinee, les proportions de structures
secondaires n'ont pas vraiment évolué, mais I'vaiton des feuillet a changé (figure 27
(b)). L'orientation 6=90° | =0° signifie que les chaines peptidique sont orientées
perpendiculairement a l'interface. A tres faibleeainoléculaire, les spectres singuliersugle
gliadines sont bien ajustés avec une combinaisocoddes, feuillets3 perpendiculaires a
I'interface avec la direction des liaisons hydroggmaralléle a I'interface, hélicesorientées
avec un angle de 60° par rapport a la normaleidieiface, et des structures désordonnées.
Ainsi les simulations suggerent que pendant la pnemétape de l'isotherme, il y a une
rotation des feuillet§§ qui conduit & un arrangement plus compact destanes, et que
pendant la seconde étape, il y a un redressemanhélees et une diminution de leur
proportion au profit des structures désordonnées.

Ainsi les simulations de spectres expérimentauxpeninis de donner les tendances générales
du comportement des structures secondaires le den¢p compression, en précisant, en
particulier, leur changement d’orientation avecdapression de la couche.

4. Bilan

L’étude des gliadines a l'interface air-eau a psrde montrer que ces protéines s’adsorbaient
instantanément a l'interface, lorsque la sous-pléaaié composée d’'un tampon phosphate a
pH neutre. Cette adsorption apparait directeméstdil'insolubilité des gliadines dans I'eau.
Ainsi les gliadines forment des monocouches traéadgenes dont I'épaisseur varie avec le
taux de compression. L'orientation et la nature siegactures secondaires sont également
modifiées par la compression de la monocouche.nhesures PM-IRRAS ont montré que
pour de trés grandes aires moléculaires, les gksdadoptaient une structure peu repliée et
étalée a l'interface air-eau. Ensuite, soumise® dadcompression, les monocouchesyde
gliadines semblent maintenues a linterface parlques changements de structures et
d’orientation de ces structures. En effet, la geapdoportion de coude8 diminuerait au
profit de feuillets3, qui permettraient de maintenir les molécules dansontact proche pour
leur assemblage. Puis, & partir de ~1500 A2/modéclds structures ne semblent plus
modifiées, la croissance de la pression interfadialenti, et I'épaisseur du film continue a
croitre. Ces éléments nous laissent suggérer ulmokempilement dans I'épaisseur ges
gliadines. Cette hypothése est en accord aveclysmales isothermes de compressiory-de
gliadines par des concepts de lois d’échelle, séafi par Hargreaves al*®. Par ailleurs, les
w-gliadines apparaissent moins stables a l'interfice@au. Soumises a la diminution d’aire
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moléculaire, les structures secondaires s’orierderfacon a minimiser I'aire interfaciale des
molécules, puis des molécules degliadines sont éjectées dans la sous-phase. Ainsi,
contrairement auxy-gliadines, lesw-gliadines apparaissent incapables de s’accumuler a
I'interface air-eau. Cette différence de comporteimeeut étre expliquée par la différence
d’hydrophobicité déduite de la composition en asidminés. Selon la structure primaire des
y-gliadines, le domaine C-terminal, non répété semsponsable de la grande activité de
surface de ces protéines, alors que le comportedesib-gliadines semble indiquer que le
domaine répété présente une capacité a s’orggraséa rotation des structures secondaires.

L’étape suivante de notre étude consiste a injeiddsr gliadines sous une monocouche de
lipides afin de mimer davantage le contexte biaagi Ainsi, une expérience a été réalisée
pour définir les différences de comportement edé® gliadines injectées a l'interface air-eau
ou dans la sous-phase. La figure 28 présente déseisnes de compression deylgliadine
pour les deux types d’injection. Ils sont identigjagiel que soit le mode d’injection.

30
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Figure 28 : Isothermes de compressionpgiadine injectée selon différentes méthodes : en
rouge, injection de la solution de protéines damsdus-phase, en bleu, injection de la
solution de protéines a l'interface air-eau.

Les résultats obtenus a l'interface air-eau camestit ainsi une bonne base pour I'étude des
gliadines injectées sous une monocouche de lipides.

D. Conclusion

Dans ce chapitre, les modes d’assemblageydes w-gliadines ont été étudiés dans des
milieux aqueux, en volume et sur des surfaces Ipjaroes. Que ce soit en volume ou a
l'interface air-eau, des systémes denses ont p d@itenus progressivement a partir de
systemes dilués. Ces systemes permettent de menwamtexte biologique, ou les protéines
de réserve sont synthétisées sous forme monomédiane le RE, pour ensuite s’assembler
progressivement sous forme d’agrégats densesofpastules protéiqué’s
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Pour les systéemes dilués étudiés, les gliadinesdnt des monocouches a l'interface air-eau,
alors gqu’en volume, un équilibre est observé efdrmes monomeriques et phases denses
formant des gouttelettes nanométriques. Bien gsiexgliadines apparaissent plus solubles
dans les milieux aqueux que hegliadines, le comportement général de ces deusstyle
gliadines apparait identigue dans les systemesedillCependant, pour les systemes
concentrés, des différences importantes apparaigservolume, dans le microévaporateur,
nous pouvons observer par microscopie optiquerd@ssance de nombreuses gouttelettes de
phase dense degliadines, alors qu’avec las-gliadine on voit une phase dense unique se
former a partir du bout du canal.

A linterface air-eau, pour de fort taux de compgien, la y-gliadine est maintenue a
l'interface sous forme de couche épaisse pouvaetfétmeée par empilement des protéines,
alors que la monocouche degliadines s’effondre dans la sous-phase. Cesrdiffies de
comportement peuvent étre attribuées aux proprigtédaciales de ces protéines. Ces deux
types de gliadines sont peu solubles dans I'eais laggliadine est plus hydrophobe de part
son domaine répété globulaire. De plus la structummaire de lay-gliadine suggére un
comportement amphiphile qui pourrait étre a I'aride la stabilisation des gouttelettes
denses en volume et des couches épaisses a #Huoeedir-eau. En termes de structure
secondaire, il semblerait que le domaine répétélauile par rapport au domaine non répété
stabilisé par des ponts disulfures. Ainsi le doreaipété serait capable de s’organiser sous
forme de structures différentes selon les condsti@e plus, aux interfaces, des orientations
spécifiques attribuées a ce domaine ont pu étrerobss.

Ces observations permettent de supposer que leite®méaété, présent dans I'ensemble des
protéines de réserve, soit a l'origine du compactagportant de ces protéines dans le
contexte biologique, par une organisation des siras secondaires en termes de forme et
d’orientation. Le domaine non répété, globulaireéspnt dans la majorité des prolamines,
serait a l'origine de la stabilisation de systendesses, notamment aux interfaces. Etant
donné I'importance des propriétés interfacialessdassemblage de ces protéines, le chapitre
suivant est consacré a lI'étude des gliadines asinagie d’'interfaces "biologiques", les
membranes lipidiques.
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CHAPITRE |V : INTERACTION MEMBRANE -
PROTEINE DE RESERVE DE BLE

Dans ce chapitre, des études portant sur l'intemactntre protéines de réserve de blé et
membranes sont présentées. Deux types d'approobhé&séoréalisés. Dans un premier temps,
des protéines de réserve de blé ont été inséréssdds phases lamellaires de tensio-actifs.
Ce type de systeme a permis de constituer des meadbmodeles et d'étudier I'effet du
confinement. Puis, dans un deuxieme temps, desgtutt été réalisées a l'interface air-eau a
I'aide de monocouches de lipides, afin de focalisdre étude sur I'interface membrane-eau.
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A. Approche phase lamellaire

1. Approche — Formulation

L’objectif de cette approche est d’étudier I'eftki confinement de protéines de réserve au
sein d’'un systeme membranaire. En effet, le rétiouendoplasmique induit un confinement
des protéines, les observations microscopiquegtiiium endoplasmique de blé montrent
que le lumen est délimité par des membranes déstatet 50 & 100 nm envirfore choix des
tensio-actifs pour cette étude s’est porté surddange GEs/Hexanol car il permet d’obtenir
des phases lamellaires dans une grande gammeutierdilet donc de couvrir des épaisseurs
de couches aqueuses (dw) allant de 1 a 100 nnsyisésmes de phases lamellaires a base de
phosphatidylcholine sont plus proches du conteido@ique, mais leur gamme de dilution
est tres limitée (0.4 < dw< 4 nm).

Ainsi, nous avons essayé d'insérer des protéingdsigve de blé dans des phases lamellaires
de G:Es/Hexanol de différentes épaisseurs de couches sgsieDe lay-gliadine marquée
avec de la TRITC a eété utilisée comme protéine aékerve de blé modele. Les phases
lamellaires étant des systemes a I'équilibre theymamique, les échantillons ont été
préparés dans des tubes eppendorf par un simpémgesties composants : protéines marquée
lyophilisée (0.08 %), prémix gEs/Hexanol (ngi12edMuexanol = 0.29) et eau ultrapure. En
connaissance du diagramme de phase du syst@pig/HExanol/Eau (cf chapitre 2), le
rapport prémix/eau a été modulé pour faire variépdisseur de couche aqueuse des
échantillons. Différents échantillons ont été folésuavec des fractions massiques en eau
comprises entre 40 et 80 % de la masse totalen(ehe C).

L’homogénéisation des échantillons a été suppopi@e une dizaine de cycles de
centrifugation (tubes a I'endroit, puis tubes avVers, a 10 000 rpm pendant 10 minutes), et
un temps de repos, a I'abri de la lumiére, de udeux semaines a été laissé aux échantillons
pour gu'’ils atteignent leur état d’équilibre. Lashéntillons ont ensuite été étudiés a partir du
moment ou ils sont apparus macroscopiquement hamesge

2. Observations microscopiques

Les échantillons ont été observés en microscopigque a lumiere polarisée et en
microscopie de fluorescence. Pour cela ils onirdtéduits par capillarité dans des capillaires
plats de 50 um d’épaisseur. Afin d'éviter la déshyation des systémes pendant
I'observation, les extrémités des capillaires ait scellées par une colle a réticulation UV
sans solvant (Epotecny). La figure 1 présente liglsés de microscopie en lumiere polarisée
et de fluorescence, de systemes a différents tawdmtation. Le systeme le plus dilué
présenté a une épaisseur de couche aqueuse de. 1&s8ystemes avec de plus hauts taux
d’hydratation n’ont pas été étudiés car ils formided systemes biphasiques. En microscopie a
lumiére polarisée on observe des zones homéotrepedes stries huileuses qui sont
caractéristiques des textures de phases lamelldiess échantillons apparaissent mieux
orientés et le contraste est meilleur dans le eassgistémes concentrés. En microscopie de
fluorescence, des agrégats trés fluorescents aggambd sur un fond homogene peu
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fluorescent. La quantité d’agrégats augmente avedution des systémes. Deux explications
sont possibles : soit le mode de préparation dpdlaiees exclu les agrégats dans le cas des
systémes peu dilués (plus visqueux), soit la ptasde quantité de surface membranaire dans
les systemes moins dilués évite la formation deégags. Cette seconde hypothése, implique
gu’il y ait une interaction entnggliadine et membrane de £s/Hexanol.

Epaisseur couche
aqueuse 2nm

Microscopie lumiére
polarisée

Microscopie
fluorescence

Figure 1 : Observations en microscopies optiquemiére polarisée et de fluorescence)
d’échantillons de phases lamellaires dglg/Hexanol/eau dopées par de jgliadine
marquée avec de la TRITC.

Les observations microscopiques permettent de smnglue dans tous les cas, nous sommes
en présence d'un systeme biphasique composé d’maseplamellaire contenant de ya
gliadine marquée, en équilibre avec des agrégatprdeines. L’épaisseur des couches
aqueuses des phases lamellaires contenant ggliadine (2 nm <dw < 15 nm) laisse
supposer gue les protéines insérées se trouvenf@moe monomérique. Le rayon de giration
desy-gliadines en solution eau-éthanol est de 3.8 nimsértion desy-gliadines dans des
phases lamellaires de 2 nm d’épaisseur de coucheusg laisse donc supposer une
déformation locale de la phase lamellaire ou umgbhment de conformation des gliadines.
Les études sur les solutions aqueuses de glia@ihebapitre 3) ont montré qu’une partie des
y-gliadines se solubilisait sous forme monomérigig ¥ 4 nm). Il se pourrait que ce soit
cette petite partie dgsgliadines qui se soit insérée dans les phasedl&iras.

3. Diffraction des rayons X

Les échantillons ont été caractérisés par diffoactdes rayons X afin de mesurer la
périodicité des phases lamellaires. La figure Z¢mée a gauche les spectres obtenus pour
trois échantillons de phase lamellaires deEgZHexanol dopées par deyaliadine marquée.

On peut observer le pic de Bragg de premier ordsitipnné a différents vecteurs d’onde q
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en fonction de la dilution du systeme et une fdifusion aux petits angles. Cette diffusion

aux petits angles, d’autant plus importante qusykteme est dilué, peut s’expliquer par la
présence des agrégats observés en microscopieudiesitence qui apparaissaient plus
nombreux avec la dilution du systeme. La courberdcited représente I'évolution de la

périodicité d des systéemes, en fonction de I'ine@els la fraction volumique en membrane (en
considérant une densité des tensio-actifs égalg. @dur des raisons géomeétriques, la
périodicité d est reliée a I'épaisseur des memisrampar la relation :

d=0/¢n, Equation 1

avec@n,la fraction volumique en membranes. La pente desedrdonne ainsi I'épaisseur des
bicouches. Dans le cas d'une phase lamellaire g&sfElexanol non dopée on trouve
3=2.87 nm, ce qui est en accord avec la littéraf@iepour la méme phase lamellaire dopée a
la y-gliadine a 0.08 %, on trouv®= 2.98 nm. Il y a donc une tres |égére augmentatem
périodicités avec l'insertion dgggliadines, mais cette évolution n’est pas sigatfice.

1.4 20
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Figure 2 : Résultats obtenus en diffraction desoresyX. A gauche spectre de diffraction de
trois échantillons de phases lamellaires dgHg/Hexanol/eau dopées par de la gliadine
marquée. A droite, représentation de la périodidés phases lamellaires dopées et non

dopées en fonction de I'inverse de la fraction éenforane.

Les mesures de diffraction des rayons X montrensiague la structure lamellaire de
Ci2Es/Hexanol n’est pas notablement modifiée par l'itisardey-gliadines.

4. FRAP

La dynamique deg-gliadines insérées dans des phases lamellaireS;fig/Hexanol en
fonction du confinement a été étudiée par FRAP.rRmpuyer I'analyse de ces résultats,
deux autres types de molécules ont été parallélemsérés dans ces phases lamellaires : des
fluorophores libres (TRITC) et des lipides marq(@siPE-fluorescéine). Le comportement

de ces deux molécules dans ces systémes a précédesé étudié par Moreat af. Les
coefficients de diffusion de molécules inséréessdas phases lamellaires, présentés dans ce
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travail, sont des coefficients perpendiculairege(R Il s’agit de mesures de dynamique des
molécules dans le plan des bicouches, les mesuneslamc été réalisées sur des zones
orientées homéotropes avec le laser paralléleraatdur (cf chapitre 2).

a) Mesures préliminaires

Dans un premier temps, des mesures préliminairdsRdd® ont été réalisées pour évaluer la
précision de la techniqgue de mesure et I'impaché’présence éventuelle de fluorophores
libres dans nos échantillons, sur le coefficienddiision mesuré. Cette étude a été réalisée
sur des solutions mixtes gggliadines marquées et de fluorophores libres.dleasit était un
mélange eau-ethanol (45:55) pour solubiliser exement les protéines, et les
concentrations étaient de 0.2 mol/L. Contrairemamt mesures réalisées sur les phases
lamellaires, en solution nous mesurons des coeffisi de diffusion translationnels non
orientés car le milieu est isotrope.

Avant d’analyser les mesures de coefficient deudi€fn, nous nous sommes assuré que la
dynamique des molécules était brownienne. Le moewerbrownien est caractérisé par
I'évolution de la moyenne quadratique de la positibune particule <r2> en fonction du
temps (t). Le mode de transport est la diffusi@gatlire si et seulement si :

<rz>o D.t  Equation 2

avec D le coefficient de diffusion translationndl’élargissement d'une tache de
photoblanchiment gaussienne doit alors étre déeanito2. D.t, aveco la largeur a mi-
hauteur de la tache de photoblanchiment.
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Figure 3 : Etude du caractere diffusif de la TRI&Cde laj/gliadine en solution dans I'eau-
éthanol. A gauche : profils de fluorescence réalisér des solutions de fluorophores a
différents temps aprés I'étape de photoblanchim&joistements réalisés par des fonctions
gaussiennes. A droite : évolution de la largeurighauteur des profils gaussiens en fonction

du temps aprés photoblanchime#tsolution de TRITCe solution deygliadines marquées.
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La figure 3 présente a gauche, des profils de dsm@nce expérimentaux réalisés sur des
solutions de fluorophores, a difféerents temps apétape de photoblanchiment. Ces profils
ont été ajustés par des fonctions gaussiennesoifedsont présentés les carrés des largeurs a
mi-hauteur des taches de photoblanchiment en famchii temps, réalisées sur des solutions
de y-gliadines et de TRITC. Les profils de fluorescermgérimentaux apparaissent tres
bruités, car ils sont pris sur des images qui smtésultantes de soustractions du cliché de
base (pris avant le photoblanchimegt, aux clichés pris aux temps €ependant, ces profils
peuvent étre ajustés par des fonctions gaussiehtéa.gissement des profils en fonction du
temps observé sur la figure de gauche, est quastiii la figure de droite pour des solutions
de y-gliadines et de TRITC. Le carré des largeurs daaniteur des profils gaussiens évolue
linéairement en fonction du temps, ce qui signdige le mode de diffusion est de type
Brownien pour de la~gliadine et de la TRITC, en solution dans un mgdarau-éthanol
(45 : 55).

La figure 4 présente I'évolution du coefficient défusion mesuré en FRAP en fonction du
pourcentage de molécules de fluorophore dans ungmspeau-éthanol (45 : 55) de protéines
marquées. Pour une solution galiadines pure, on mesure un coefficient de diffus

D =~ 30 um?/s et pour une solution pure de TRITC onume®~ 190 um?/s. L’évolution du
coefficient de diffusion mesuré en fonction du pamntage de fluorophore dans la solution de
protéines n'est pas linéaire.

250
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Figure 4 : Evolution du coefficient de diffusionsuge en FRAP sur une solution eau-éthanol
(45:55) contenant un mélange de gliadines marqeéds fluorophores (TRITC).

Cette évolution montre que jusqu’a 50 % de fluomph, il y a trés peu de modification de la
valeur mesurée du coefficient de diffusion de latgine. Ainsi, notre technique de FRAP est
plus sensible aux espéces lentes que rapides.ésarmme potentielle de marqueur libre dans
nos échantillons aura donc peu d'impact sur lesumssde coefficient de diffusion des
protéines.
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Par ailleurs, la relation de Stockes-Einstein (Egua3) qui relie un rayon hydrodynamique
moyen a un coefficient de diffusion, pour des abmihériques browniens, permet d’évaluer
les rayons hydrodynamiques deylgliadine et de la TRITC mesurés par notre techmide
FRAP.
KT
6.71n.D

Ry = Equation 3

Un rayon hydrodynamique /& 2.6 nm est mesuré pour la solution \d@gliadine pure en
considérant la viscosité du solvanpt 2.8.10° kg.m*.s*. Cette valeur est inférieure au rayon
de giration dey-gliadine mesuré par Thomsat af* en diffusion centrale des rayons X
(Rg = 3.8 nm), et Iégerement inférieure au rayodrbgynamigue que nous avons mesuré par
diffusion dynamique de la lumiere §R 3 nm). Pour une solution pure de TRITC, nous
mesurons un coefficient de diffusion AD190 um?3/s, qui correspond a un rayon
hydrodynamique de |R=0.4 nm. Cette valeur est également légéremerdriénire aux
mesures faites par différents autédrs(Ry = 0.5 nm)sur de la rhodamine 6G. Ces mesures
montrent donc que notre technique de FRAP suredégerement les valeurs de coefficient
de diffusion, mais que les évolutions sont coriecte

b) Reésultats

Dans un premier temps, le caractére diffusif dedéoubes insérées dans les phases
lamellaires de GEs/Hexanol a été étudié. La figure 5 présente I'éiotudu carré de la
largeur a mi-hauteur en fonction du temps poudwaoréphore libre, un lipide marqué et de la
y-gliadine marquée encapsulés dans une phase lametla G:Es/Hexanol avec une
épaisseur de couche aqueuse de 8 nm.

11d
—&— TRITC
—&— Gliadine
—a&— Lipide R
8000 |- N
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=
© 4000} ¢
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Figure 5 : Evolution de la largeur a mi hauteur grofil de fluorescence gaussien en fonction
du temps, de différentes espéces insérées damhase lamellaire de GEs/Hexanol-
eau d’épaisseur de couche aqueuse 8 nm:
(A)TRITC, ¢) )gliadine et @)DHPE.
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Les courbes du fluorophore libre et du lipide ma@rgquontrent un comportement clairement
linéaire qui atteste du caractere Brownien de cekcules encapsulées dans des phases
lamellaires de GEs/Hexanol. Dans le cas de Yegliadine, I'évolution de la largeur a mi-
hauteur des profils gaussiens a été plus diffiilgbtenir car l'intensité de fluorescence des
systemes était faible, et les profils de fluoreseeimes bruités. Cependant, un comportement
raisonnablement linéaire a pu étre observé. Aitmites les molécules insérées dans les
phases lamellaires semblent diffuser aléatoirement.

La figure 6 présente le résultat des mesures diicgents de diffusion de la TRITC, de la
DHPE et de lg~gliadine insérés dans des phases lamellaires sfe/Bexanol de périodicité
variable. Les valeurs et évolutions sont varialdasfonction de la nature des molécules
insérées. La TRITC présente une évolution du cdefft de diffusion en fonction de la
dilution. On peut distinguer deux régimes : un gegmégime confiné avec des coefficients
de diffusion faibles et constants, et un deuxiedgime ou les coefficients de diffusion
augmentent avec la dilution. Cependant, la DHPElaet-gliadine ne présentent pas
d’évolution de leur coefficient de diffusion en fiion de la dilution, et les valeurs des
coefficients de lg-gliadine sont légerement plus élevées que celda DHPE.

200
* DHPE
4+ TRITC
* g-gliading
150 - ) .

D (um?/s)
|_\
8

50 - }
0
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Figure 6 : Mesures des coefficients de diffusiocn®H#PEE), TRITC(a) et y+gliadinesg)
insérés dans des phases lamellaires g&gHexanol-eau de différentes périodicités.

Le comportement de molécules hydrosolubles insé@érs des phases lamellaires lyotropes
de différentes périodicités a précédemment étéépat Moreawet af. Cette étude montre
gu'il existe deux régimes de dynamique des molécl@rophiles confinées dans des phases
lamellaires. Lorsque le confinement est tel que dpaisseurs de couches aqueuses sont
inférieures au diametre hydrodynamique des molédnkgrées (dw < 2R, le régime est dit

confiné. Les coefficients de diffusion sont contta®t non nuls a cause de la fluidité des
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membranes. Lorsque les épaisseurs de couches agqueast supérieures au diamétre
hydrodynamique des molécules insérées (dw 3),2Rs coefficients de diffusion évoluent
avec la dilution du systéme selon le modéle de Paoté diffusion d’objets entre deux murs
rigides. Pour des régimes tres dilués, la valeurcdefficient de diffusion tend vers le
coefficient de diffusion des molécules en solutdens I'eau. Dans notre cas, la TRITC
présente bien ces deux régimes, avec un changelmeégime a dw = 4 nm et un coefficient
de diffusion qui tend vers 120 um?/s aux hautestidits. Selon la relation de Stockes-
Einstein, D = 120 um?/s dans I'eau correspond diameétre hydrodynamique de 3.57 nm. Le
modeéle de Moreaat al semble donc bien s’appliquer a nos mesures, gfluadjue les objets
en solution dans les couches aqueuses ont un hgglvodynamique de 2 nm environ. Cette
valeur est supérieure au rayon hydrodynamiquewhrdphore libre mesuré en solution dans
I'eau-éthanol (R=0.4 nm). Cela laisse donc suggérer qu'il y auwaie agrégation des
molécules de TRITC dans la phase aqueuse. Cetégagm pourrait étre a l'origine des
grandes barres d’erreur associées aux mesuresefficiemt de diffusion dans le cas de la
TRITC. Dans le cas de la DHPE, le coefficient diudion est constant en fonction de la
dilution, puisque les molécules sont insérées dassbicouches des membrahesa
dynamique de ce type d'objet a été modélisée pdmaa et Delbriick’ :

0
o1 /7R )y
D=8 10" Equation 4
4 n.0

avecnn la viscosité de la membrang, la viscosité du solvang, I'épaisseur de la membrane
ety la constante d’Eulery& 0.577). Ainsi, pour un type de systeme membrardorené

no, 0 fixés) le coefficient de diffusion est fixé partiille des molécules insérées,jRLes
mesures de coefficients de diffusion ygliadines insérées dans des phases lamellaires de
Ci2Es/Hexanol, présentent un coefficient de diffusiodédpendant de la dilution du systeme.
D’aprés les mesures réalisées sur des moléculagghites, ce résultat suggéere que yes
gliadines ne diffusent pas librement dans la phageeuse entre les bicouches. Ce
comportement peut s’expliquer par le fait que cestdnes ne sont principalement pas
solubles dans I'eau. De plus, nous pouvons noterl@waleur du coefficient de diffusion de
ces protéines est légerement supérieure a cellipidie marqué. Cela montre que lgs
gliadines ne sont pas insérées dans les bicoueh€sl/Hexanol, car si c’était le cas, nous
nous attendrions a une valeur de coefficient deigldn inférieure a celle d’un lipide selon le
modele de Saffman et Delbriick (puisque la taillend’ protéine est inférieure a celle d’'un
lipide). Ainsi, ces mesures suggéerent queyigdiadines insérées dans un systéme confiné
sont en interaction avec les membranes de tensfo-@ette interaction serait par ailleurs
indépendante du niveau de confinement (i.e tawkldgon).

5. Etudes spectroscopiques : FTIR, Raman

Afin d’identifier de maniéere plus précise la natdeel'interaction qui existerait entre protéine
de réserve de blé et membrane, des études spegiqses ont été entreprises sur les
systémes de phases lamellaires.
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a) FTIR

Dans un premier temps, des essais ont été réalsépectroscopie FTIR en mode ATR sur
un crystal de Germanium. Pour limiter I'évaporatdes €chantillons lors de I'acquisition, un
joint en silicone était disposé entre le cristalagplague supérieure. La figure 7 présente les
spectres infrarouge de phase lamellaire g&fHexanol (dw = 8 nm) dopée et non dopée par
de lay-gliadine. On peut distinguer plusieurs bandes sbghtion, attribuées de la fagon
suivante :

- 3400 cnt: large bande d'absorption liée aux vibrationslafigation des liaisons OH
contenues dans le 1 fEs, I'hexanol, et I'eau. Cette bande est située pldiins les basses
fréquences de ce mode de vibration, cela signdiecdjue les liaisons OH sont liées par des
liaisons hydrogene intermoléculaires.

- 2900-3000 cil: bandes d’absorption due aux vibrations d'éloiogades CH et CH
contenus dans le;€E5 et I'lhexanol.

- 1640 cn : bande d'absorption principalement due aux vibret de déformation de I'eau.
La bande amide | des protéines se situe égaleraestadtte région.

-1460 cm' : bande d’'absorption principalement due aux vibrest de déformation des GH
contenus dans le;€Es et I'hexanol.

-1350 cni : Bande d’absorption due aux vibrations de défdionades OH.
-1090 cnt : Bande d’absorption due aux vibrations d’élonmatile la liaison CO contenue

essentiellement dans lg £5, mais aussi dans I'hexanol.
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Figure 7 : Spectres infrarouge ATR de phases laimel de C12E5/Hexanol (dw=8nm)
dopées ou non par de Jagliadine
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Les spectres des systémes dopés et non dopéstpriésies bandes d’absorption aux mémes
longueurs d’onde, mais les intensités varient. @emtions d’'intensité peuvent étre attribuées
a des taux d’hydratation différents entre les deystemes. En effet, les échantillons ont été
formulés avec le méme taux d’hydratation, mais'éeaporation a pu se produire lors de la

manipulation des tubes pour les différentes expéeg. Aucune information n’apparait quant

a une modification de structure de la phase lainell®ar ailleurs, le signal de la protéine

apparait noyé par les bandes d’absorption de (paur la bande amide I). Cela s’explique

aisément par le fait qu’'une tres faible quantité ptetéines est insérée dans la phase
lamellaire. Pour essayer d’avoir davantage de bigfeudrait reformuler des systémes avec

de I'eau deutérée. En effet, les longueurs d’oridbstrption du BO se situent & 2500 ¢

et 1210 crit 1%

b) Raman

Des essais ont également été réalisés en spegi®sBaman confocale. Les intensités
d’absorption en spectroscopie Raman étant difféeerde celles de la spectroscopie
infrarouge, la détection de la protéine dans netesyes peut étre envisagée. De plus, cette
technique présente I'avantage de pouvoir cibler ztases d’échantillon sans agrégats. La
figure 8 présente les spectres Raman des phaseldmes dopées et non dopées, et dg la
gliadine sous forme lyophilisée. Sur I'ensemble dpectres on distingue, comme en FTIR,
la large bande d’absorption des vibrations d’éldingades liaisons OH et NH autour de
3300 cn, et la bande des vibrations d’élongation desdiasCH autour de 2900 émSur

les spectres des phases lamellaires, on distingaebandes de vibrations d’élongation des
CH, (1440 et 1300 cil), des bandes des vibrations de déformation de§ &3B cni'), et des
bandes des vibrations de déformation des liaisefiseBitre 1025 et 1130 ¢t

Sur le spectre de lagliadine on distingue les bandes amides | (1650)azn I1l (1250 cn)
qui sont intenses en Raman. La bande amide | @& &itine longueur d’'onde ou il n'y a pas
de bande d’absorption sur le spectre de la phasellEre de GEs/Hexanol. Cependant la
bande amide | n’est pas visible sur le spectragdase lamellaire dopée par dg-Fiadine.

La quantité dey-gliadine insérée est donc trop faible pour étuediée par spectroscopie
Raman.
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Figure 8 : Spectres Raman gigliadine sous forme lyophilisée (spectre du hadlg)phase
lamellaire de G;Es/Hexanol (spectre du milieu), et de phase lamedladie G.Es/Hexanol
contenant de Ig«gliadine (spectre du bas).

6. Bilan

Les études concernant l'insertion degliadines dans des phases lamellaires ont moantié g
était possible d’'insérer une tres faible quantééds protéines dans des phases lamellaires de
Ci2Es/Hexanol. La quantité dggliadines insérées est inférieure a 0.08 % enmel(guantité
introduite dans la formulation), puisque de nomkreagrégats ont été observés par
microscopie de fluorescence et diffraction des mayX. Ces mémes techniques ont
également permis de montrer que la structure lamelldes échantillons n’avait pas
notablement changé avec l'insertion des gliadiRes.ailleurs, les études de FRAP, bien que
peu précises, ont permis de montrer que la dynasrdesy-gliadines n’était pas modifiée par
la dilution du systéme de phase lamellaire. Aucfiet €le confinement n'a pu étre mis en
évidence. La comparaison de la dynamique vggiadines avec celles de molécules
hydrophiles (TRITC) et lipophiles (DHPE) inséréesnsl les mémes systemes de phases
lamellaires a permis de suggérer l'existence d'umeraction entrey-gliadines et les
bicouches de (Es/Hexanol. En effet, le caractere indépendant aufimement de la
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dynamique deg-gliadines nous a permis d’exclure I'hypothése d'utiffusion libre degy-
gliadines dans les couches aqueuses entre leshemuDe plus, la valeur des coefficients de
diffusion, supérieure a celle des lipides insém@ssdes bicouches, nous a permis de conclure
qgue lesy-gliadines n’étaient pas insérées dans les bicaudbdensio-actif. Par ailleurs, une
localisation deg-gliadines au sein des bicouches se serait tragaiteine augmentation de la
mesure d’épaisseur des bicouches par diffractianrdgons X. Ainsi I'hypothése retenue
correspondrait a deg-gliadines localisées a l'interface membrane-eaatteChypothése
permet également de justifier le fait que la quardiagrégats augmente avec la diminution
de surface membranaire (= dilution du systeme). figare 9 résume les différentes
hypothéses concernant le positionnementyegg&adines dans les phases lamellaires, qui ont
pu étre validées ou exclues par les résultats tite atude.

(@) (b) (c)

Figure 9 : Représentation schématique des hyposheasigpeuvent étre émises concernant le
comportement deggliadines insérées dans des phases lamellairgs; gg/Hexanol suite a
notre étude. (a) leggliadines ne sont pas sous forme soluble dandds@ aqueuse entre les
bicouches, (b) leg-gliadines ne sont pas insérées dans les bicoughdmues, (c) leg+
gliadines sont localisées a I'interface membrana-ea

Par ailleurs, il est important de noter que ggdiadines ont pu étre insérées dans des phases
lamellaires avec des épaisseurs de couches aquii2asm. Ce sont donc des protéines dans
I'état monomérique qui ont été insérées. De plng;ansidérant les dimensions géométriques
desy-gliadines, mesurées en solution dans un mélangeéthanot® (diamétre = 3.25 m,
longueur = 16.2 nm), seule I'hypothése d'un charg@nde conformation de la protéine
permettrait d’expliquer l'insertion des protéineand ces phases lamellaires peu diluées.
Malheureusement, les études spectroscopiques tpieatipu fournir des informations quant

a la conformation des protéines, ont été infrucdesu Davantage de protéines insérées
auraient été nécessaires pour obtenir du signal.
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B. Approche monocouche de Langmuir

1. Approche — protocole

Afin de focaliser I'étude de l'interaction membram®téine de réserve de blé sur l'interface
membrane-eau, des études a l'interface air-eagténméalisées en collaboration avec Bernard
Desbat (CBMN). Cette approche consiste a utiligsr mhonocouches de lipides a l'interface
air-eau comme modele membranaire et a injectepagdines de réserve de blé dans la sous-
phase (cf figure 10). Les systémes ont été étupidstrois techniques complémentaires :
tensiométrie, microscopie a angle de Brewster etlRRIAS. L'intérét de cette approche est
de pouvoir moduler facilement la composition etdancentration des divers éléments
(monocouche, protéine, sous-phase).

Figure 10 : Représentation schématique du protoétlele de l'interaction membrane-
protéine par I'approche monocouche de Langmuir.

Pour initier I'étude, des monocouches de DMPC détuilisées car ce phospholipide est
majoritaire dans les membranes biologiques (voapthe 2). Par ailleurs, son isotherme de
compression a l'interface air-eau, ne présentedpasansition de phase entre 0 et 40 mN/m,
ce qui a permis d'étudier I'effet de la pressioteifaciale indépendamment des changements
de phase. Le DMPC, préalablement solubilisé darshthroforme a 0.5 mg/mL, était injecté
a linterface air-eau, a l'aide d’'une seringue Hiéoni selon la méthode de Langmuir. Un
tampon phosphate pH 7.2, 0.05 M, était utilisé poomstituer la sous-phase, de fagcon a
mimer le contexte biologique. Ce tampon était aayeamt passé sur un filtre en microfibres
de verre (GF/F Watman). Enfin les protéines préafabnt solubilisées dans un mélange eau-
éthanol (45 : 55) et filtrées sur 0.45 um, étaiejectées dans la sous-phase a l'aide d’'une
seringue Hamilton. De facon a limiter la consompratile matiére, les expériences ont été
réalisées dans une petite cuve ronde, en téflonljaieétre 5 cm, et de profondeur 0.3 cm.
Pour limiter la taille du ménisque, 8 mL de sousg#h étaient utilisés. Le tampon était
introduit par injection de 12 mL, puis soustractm® 4 mL par micropipette pour maintenir
un bon mouillage des bords. Cette cuve n'étantumspée de barriére, la pression de la
monocouche de lipides était ajustée par la quadet®MPC injectée a l'interface air-eau.
Les expériences étaient réalisées a aire constante.

2. Pression de la monocouche lipidique

Dans un premier temps, I'effet de la pression fat2ale d’'une monocouche de DMPC sur le
comportement des gliadines injectées dans la soasepa été testé. Des monocouches de
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DMPC ont été préparées a différentes valeurs desiore interfaciale et des solutions e
gliadine (40 pl & 1 mg/ml) ont été injectées dansdus-phase.

La figure 11 présente I'évolution de la pressioteiifaciale en fonction du temps, pour des
pressions de monocouches de DMPC initiales égakés 85 et 40 mN/m. A 20 mN/m, une
augmentation brusque de la pression interfacidleleservée lors de I'injection de la solution
de protéines, puis une décroissance de la pressitorbservée jusqu’a une valeur d’équilibre
de 25 mN/m. L'augmentation de la pression intedigcde 5 mN/m suggére une insertion des
y-gliadines a linterface air-eau. Par contre, ardl/m, la pression interfaciale n’est pas
modifiée par I'injection de protéine. Il n’y auralbnc pas insertion des protéines. Pour une
valeur de 35 mN/m, l'injection de protéines indaitx temps courts, une faible et brusque
augmentation de la pression interfaciale (1 a 2 m)Npuis la pression diminue pour se
stabiliser autour de 35 mN/m. Cette faible évolutide la pression interfaciale semble
indiquer une déstabilisation de l'interface lorsldgection. Cependant, apres équilibration,
la pression initiale de la monocouche de lipideégetsouvee, il N’y aurait donc pas insertion
des protéines.

70
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Figure 11 : Evolution de la pression interfaciated de l'injection degsgliadines sous des
monocouches de DMPC /a= 20mN/m (bleu),/7=35 mN/m (rouge)/7 = 40mN/m (vert).

Des expériences réalisées a I'aide d’'une cuve dgrhair équipée d’'une barriere mobile, ont
permis de diminuer progressivement la pressionfad@le d’'une monocouche de lipide,
initialement comprimée A = 40 mN/m, suite a l'injection d’'une solution deof@ines. Ainsi

la valeur limite de pression a partir de laquetie protéines s’insérent, a pu étre observée. La
pression deélimitant les deux types de comportensentsitue autour de 25 mN/m. Ces
observations suggérent que linsertion, ou nonjadg-gliadine dans une monocouche de
DMPC dépend de la densité de lipides a l'interfaiceeau. Ce comportement a préalablement
été observé pour de nombreuses protéfrias

La pression des membranes biologiques étant estmtée 25 et 35 mN/H, nous supposons
gue dans le contexte biologique, il N’y a pas d@nmisn des/-gliadines dans les bicouches. De
plus cette hypothése est en accord avec les résoltdenus dans les systemes de phases
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lamellaires (chapitre 4A). Ainsi, pour la suite ktude nous avons focalisé notre attention
sur des cas ou la monocouche de lipides est coréprai = 35 mN/m.

3. Observation en microscopie a Angle de Brewster

En parallele des mesures de tensiometrie, des\atheers de l'interface ont été réaliséms
situ par microscopie a angle de Brewster.

a) Monocouches de DMPC &1 < 25mN/m

La figure 12 présente les observations réaliséesde l'injection dey-gliadines sous une
monocouche de DMPC de pressibh=20 mN/m. Le cliché (a) présente l'aspect d’'une
monocouche de DMPC seule. La texture est homogeleenéveau de gris est peu élevé car
I'épaisseur de la monocouche est faibte2 nm). Le cliché (b) a été réalisé apres l'injaati
dey-gliadines dans la sous-phase. Il présente un moirdet des zones plus lumineuses sous
forme de larges domaines ou de petits domainesig@dlo Le fond a un niveau de gris
constant et égal a celui de la monocouche de DMRES.zones plus lumineuses ont des
niveaux de gris qui correspondent & des épaissiriéordre de 4 & 6 nimces valeurs
d’épaisseur sont du méme ordre que celles obsepaasdes monocouches galiadines
seules a l'interface air-eaurd= 20 mN/m (cf chapitre 3). Cela suggére que noseions
des domaines degliadines insérés dans une monocouche de DMPC.

Figure 12 : Clichés de microscopie a angle de Btewsbtenus lorsque de lagliadine est

injectée sous une monocouche de DMPZ=a20 mN/m. (a)Monocouche de DMPC (b)

Observations réalisées aprés injectionjdgliadines dans la sous-phase (b). Vitesse
d’acquisition : 1/50 s pour (a), et 1/1000 s pod). (

Ainsi, pour une pression de surface de DMPC infigeeda 25 mN/m, nous pouvons observer
I'insertion desy-gliadines dans la monocouche de DMPC qui donnediéa formation d’'un
systéme biphasique a l'interface air-eau.

' Epaisseur estimée a partir de la valeur de réfeetaen considérant un indice de réfraction delmice
interfaciale égal a 1.47. Relation définie danshapitre 2.
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b) Monocouches de DMPC &1 > 25mN/m

Pour des pressions interfaciales supérieudds=a25 mN/m, les observations sont tout a fait
différentes de celles réaliséeBla& 20 mN/m, comme le montre la figure 13.

Figure 13 : Clichés de microscopie a angle de Btewsbtenus lorsque Iggliadine est
injectée sous une monocouche de DMPZ=a35 mN/m. (a) Monocouche de DMPC (b)
Période de scintillement aprés injection @gliadine (c) Systéme stabilisé (c) Observation du
systéme stabilisé avec polariseur et analyseuisésiVitesse d’acquisition : 1/50 s

Le cliché (a) est celui d'une monocouche de DMPE5 anN/m. La texture est homogéne et
peu lumineuse. Lorsque de yagliadine est injectée dans la sous-phase, perglagiues
dizaines de secondes, aucun changement n’est éb&arsuite, un "scintillement” apparait. Il
s’agit de points lumineux qui apparaissent et d@paent a une fréquence de l'ordre de
guelques apparitions-disparitions par seconde.itean de gris en microscopie a angle de
Brewster étant fonction de lindice et de I'épaigsseles espéces a l'interface air-eau, ce
scintillement peu étre attribué a des cycles d’'gutgan et de désorption dggliadines a
I'interface monocouche-eau. Cette étape est ti@rsitau bout d’'un certain temps (variable
avec la quantité de protéines injectée), le systematabilise. Ainsi, des points distincts
lumineux sont observés (cliché (c)). Ces pointsiheux peuvent étre attribués a des agrégats
de y-gliadines situés sous la monocouche de lipidesgomi la pression interfaciale n'a pas
augmenté suite a linjection de protéines. L'expamdatérale des agrégats est limitée a

119



CHAPITRE IV : INTERACTION MEMBRANE-PROTEINE DE RESERVE DE BLE

guelques microns de diameétre (5-10 um), quelle spiela quantité de gliadines injectée.
Aucun recouvrement total de la monocouche lipidigae les protéines n'a jamais pu étre
observé. Le cliché (d) présente I'observation ditespe stabilisé, réalisée entre polariseur et
analyseur croisés. Une image totalement noire lgsinae. Cela signifie que les agrégats de
protéines sous la monocouche de lipide ne présepssnde rugosité et sont plutdt plats. En
effet, une rugosité de ces agrégats entrainerait diffusion et une dépolarisation de la
lumiére réfléchie.

Ce comportement en plusieurs étapesidesitique quelle soit la concentration de gliadines
injectée. Des expériences similaires réalisées dgdaw-gliadine ont donné lieu aux méme
types d’observations. Ainsi, pour des pressionsmimocouche de DMPC supérieures a
25 mN/m, il se produit une succession de cycledsbgotion-désorption des gliadines sous la
monocouche de DMPC qui conduit a la formation déggts distincts et plats sous la
monocouche. A 'état d’équilibre, I'interaction eatgliadines et membrane modéles est donc
confirmée. On peut ajouter que les gliadines sojectées sous forme soluble (eau-éthanol)
dans une sous-phase aqueuse (tampon pH 7) danslléaglies sont majoritairement
insolubles. Les études spectroscopiqgues ont moniedles gliadines n'avaient pas la méme
structure secondaire dans ces deux types de selvlinest fort probable que [I'étape
transitoire de "scintillement" soit due a I'effat gassage bon - mauvais solvant des protéines
lors de la dilution et de I'évaporation de I'éthhdans la sous-phase. Nous verrons plus tard
que cette dilution de I'alcool est clairement olbgersur les spectres PM-IRRAS.

Remarque : De fagon générale, les clichés de ladid3 sont plus sombres que ceux de la
figure 12, bien que les acquisitions aient étéiséat avec le méme temps d’obturation. Cela
s’explique par le fait que le laser du microscop&ngle de Brewster utilisé a subi une perte
de puissance au cours des travaux de thése.

c) Etude de I'épaisseur des agrégats

L’évolution de I'épaisseur des agrégats de progfoemés sous la monocouche de DMPC a
été étudiée par une analyse des niveaux de grisn@d&es obtenues par microscopie a angle
de Brewster. En effet, & partir des relations desiel, il a été montré que la réflectivité était
reliée a I'épaisseur du film interfacial et auxioes de réfraction du systéme (sous-phase et
film interfacial)'"*2 En considérant les indices de réfraction du systéonstants, I'évolution
de I'épaisseur des agrégats peut étre étudiée gmmasures de réflectivité. La figure 14
présente I'évolution de la réflectivité moyenne dge2gats en fonction de la qualiye ¢u w-
gliadine) et de la quantité de gliadines injectéasdla sous-phase. loagliadine forme des
agrégats sous la monocouche de DMPC qui ont utectigfté faible et constante avec la
quantité de protéines injectée, contrairement &-¢giadine qui forme des agrégats de
réflectivité plus élevée qui augmente avec la gté@ame protéines injectée. Cela montre
clairement une différence de comportement entredéas< types de gliadine, en termes de
croissance des agrégats formeés sous la monocoadtpadzk.
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Figure 14: Représentation de I'évolution de la eéfivité moyenne des agrégats formés en
fonction de la quantité de protéines injecéggliadines,¢ wgliadines.

La figure 15 présente I'évolution de la réflectivien fonction de I'épaisseur d'un film

interfacial, en considérant une sous-phase d’indieeréfraction égal a 1.333 et un film

interfacial d’'indice 1.47 (indice moyen des lipides protéines). Deux types de longueurs
d’onde ont été considérés : 532 nm pour le cas tHaar vert, et 632.8 nm pour un laser
rouge. Ces valeurs de réflectivité ont été calauréce a un logiciel développé par Thierry
Buffetead®. Cette figure montre clairement qu'a une réflétdidlonnée correspond plusieurs
épaisseurs.
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Figure 15 : Evolution de la réflectivité Rp en ftino de I'épaisseur d’objet a l'interface air-
eau d’indice n=1.47 a différentes longueurs d’'on@daser : A A=532 nm,* A1=632.8 nm
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Idéalement, il faudrait donc travailler avec plusge longueurs d’onde incidentes pour
déterminer une épaisseur a partir d’'une valeurédleativité en connaissant les indices de
réfraction du systeme. Cependant, notre dispodiitint équipé uniquement d’'un laser vert,
nous avons donc da faire des hypothéses. Dans dedealay-gliadine, la réflectivité
augmentant avec la quantité de protéines injectéas avons suggéré une augmentation
d’épaisseur. Dans la gamme d’épaisseurs présesuéds figure 15, pour un laser vert, deux
domaines présentent une réflectivité qui augmenée dépaisseur : entre 0 et 100 nm, et
entre 220 et 320 nm. Cependant, en supposant quaglégats croissent progressivement
avec la quantité de protéines injectées, pour abtks épaisseurs d’'une gamme de 200 a
300 nm, il faudrait que les réflectivités aientlbad augmenté puis diminué pour atteindre
une telle gamme d’épaisseurs. Lors de nos exp@&senous n'avons jamais observé de
diminution de réflectivité. De plus, pour la gamme quantités de protéines testées, nous
avons des valeurs de réflectivité trés faibles, mises entre 5.10et 5.10". Ces arguments
nous orientent donc plutét vers des agrégats ddefapaisseur. En utilisant la relation qui
relie réflectivité et épaisseur pour des films fias (cf chapitre 2), nous obtenons des valeurs
d’épaisseur comprises entre 8 et 20 nm powrdhadine et de I'ordre de 6 nm pour da
gliadine. En prenant en compte I'épaisseur dedacoouche de DMPC qui est de ~ 2.5 nm,
nous avons des agrégats ydgliadine qui croissent en épaisseur de 5.5 a hm5et des
agrégats deo-gliadine qui ont une épaisseur constante de Iodiér 3 nm. En comparant ces
valeurs a celles obtenues pour des gliadines égsca I'interface air-eau (chapitre 3), ces
résultats suggerent que Megliadines peuvent former des agrégats "épais'tpassance en
épaisseur de monocouches, alors que degliadines forment essentiellement des
monocouches.

4. Mesures PM-IRRAS

Afin d’étudier la structure secondaire des gliadiagrégées sous une monocouche de DMPC
a M =35mN/m, et les modifications potentielles de nwnocouche, des mesures de
spectroscopie PM-IRRAS ont été réalisées.

La figure 16 présente le spectre PM-IRRAS d’'une oconiche de DMPC a l'interface air-
eau de pressiodl =35 mN/m. Les bandes caractéristiques de ce pbbppmue sont
observées:

-1729 cnt* : vibrations d’élongation de la liaison C=0 ester.
-1468 cni* : vibrations de déformation des gH

-1230 cnt : vibration d’élongation antisymétrique des P=0.
-1086 cnt* : vibration d’élongation symétrique des P=0.
-1058 cnt : vibration d’élongation de la liaison C-O-P.
-973 cni" : vibration d’élongation antisymétrique des CN.

Ce spectre est en accord avec ceux obtenus ditérkture®.
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Figure 16 : Spectre PM-IRRAS d’'une monocouche d®ONMomprimée #&/= 35 mN/m

Les gliadines injectées étant solubilisées dans mélange eau-éthanol, des mesures
préliminaires, consistant a injecter le solvantl smus la monocouche de DMPC, ont été
réalisées. Ensuite, une solutionyggliadine a été utilisée (1 mg/ml). La figure 1&gente les
spectres PM-IRRAS obtenus a différents temps alfirgsction (injection de 40 pL). Ces
spectres sont normalisés par le spectre de la maobe de DMPC acquis juste avant
I'injection des solutions dans la sous-phase.
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Figure 17 : Spectres PM-IRRAS d’une solution ednauédl (a gauche) et d’'une solution ge

gliadine (a droite), injectées sous une monocowtthBMPC &/7 = 35 mN/m. Evolution des

spectres dans le temps apres injection (0, 5 ehibdites). Spectres normalisés par le spectre
de la monocouche de DMPC avant injection de satutians la sous-phase.
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Au temps initial, sur le spectre du solvant (eharol), un doublet trés intense a 1090'cm
est observe, attribué a la vibration d’élongatioes diaisons C-O de I'éthanol, et un
changement de ligne de base autour de 165 €m changement de ligne de base peut étre
attribué a une modification de l'indice de réfraatide I'eau interfaciale. En effet, 'eau a une
bande d’'absorption centrée autour de 1640, cqui correspond & la position ou le spectre
PM-IRRAS brut change de facon abrupte (bande pes#tiivie immédiatement d’'une bande
négative). Ainsi une modification de l'indice defregtion de I'eau dans cette gamme de
fréequence peut expliquer le changement de ligngade observé. L’évolution du spectre dans
le temps indique une évaporation de I'éthanol, quesla bande & 1090 &nuécroit au cours

du temps. De plus, la variation de ligne de basanilie également. Cela confirme donc que
cet effet est lié a la présence de I'éthanol. Atdr@sont représentés les spectres obtenus suite
a l'injection d’'une solution deg-gliadine. On retrouve exactement les mémes seque
pour 'injection du solvant seul. La bande amide~ 1650 crit) de la protéine, attendue
dans la méme gamme de longueurs d’'onde que le ey de ligne de base, n’est pas
discernée. Cela peut s’expliquer par le fait gqueedgrégats de protéines ne recouvrent pas
toute la surface de la monocouche de DMPC, et qtyila donc pas suffisamment de signal
pour observer les modes de vibration de la protddee plus, les mesures d’épaisseur des
agrégats suggerent une faible épaisseur. Ainsinaissant l'intensité des bandes amides
observées lorsque lagliadine est sous forme de monocouche homogétmerfiace air-eau

(cf chapitre 3), il est impossible de s’attendreles bandes de forte intensité dans le cas
présent.
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Figure 18 : Spectres PM-IRRAS gegliadine injectée sous une monocouche de DMPC a
/7= 35 mN/m. Evolution des spectres dans le tempasapjection (0, 5 et 10 minutes).
Spectres normalisés par le spectre de la monocodeli2MPC avant injection de solution
dans la sous-phase.
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Cependant, nous avons renouvelé cette expériehagus avons pu obtenir, a une seule
reprise, une bande amide | caractéristique. Lestigseen fonction du temps sont présentés
sur la figure 18. A 1090 cimon observe la bande caractéristique de I'éthanbtigcroit en
fonction du temps, alors que la bande & ~1660 am diminue pas. Ces caractéristiques
spectrales suggerent qu'il s’agit bien de la basmaéde |, caractéristique de la protéine. La
présence de cette bande peut s’expliquer partlgdaila densité d’agrégats de protéines sous
la monocouche de DMPC n’est pas homogéne sous lwoaeoache, a cause du mode
d’injection. En effet, des différences de densiturpune méme expérience ont pu étre
observées sur différentes zones de la monocoucheipabscopie a angle de Brewster.

En considérant que les spectres observés correspobign aux agrégats de gliadine sous la
monocouche de lipides, nous avons étudié la forena 8dande amide I.

—gliadine sous une monocouche de DMPC
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Figure 19 : Spectres PM-IRRAS ggliadine a l'interface air-eau (A = 6200 A2/moldelien
clair, et dej/gliadine sous une monocouche de DMPQ a 35 mN/m, en foncé.

La figure 19 permet de comparer la forme de cedtedb amide | a celle observée lorsque la
y-gliadine est injectée a l'interface air-eau sardHT et que I'aire moléculaire est trés
grande (6000 A2/molécule). Les formes de ces basaleistrés similaires. Toutes deux ont un
maximum & 1665 crh et une largeur identique. L'étude du spectre de-tgiadine a
I'interface air-eau a permis de conclure a unecstine riche en coudds et en petites hélices
o orientées parallélement & 'interface. Concertafitande amide Il (1530 ¢y une bande
de tres faible intensité est observée dans le eda\dgliadine a I'interface air-eau, alors que
sous la monocouche de DMPC, la contribution esatiég Cette contribution négative peut
étre attribuée a la modification de l'eau interfédei non pas par I'éthanol puisqu’il est
pratiguement évaporé, mais par les protéines heksasous la monocouche de DMPC. En
effet, il a été précédemment observé que des pestéhydratées a linterface air-eau
pouvaient modifier I'indice de réfraction de I'eau’interfacé™?? Par ailleurs aucun signal
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n'est observé aux longueurs d’'ondes caractérisgsiqueDMPC. Cela laisse suggérer qu'’il n’'y
a pas de modification importante de la monocousiee Hadsorption deg-gliadines.

L’ensemble des mesures de PM-IRRAS ont montré 4tgit tres difficile d’obtenir un signal
dd a l'adsorption des protéines dans notre syst@&neeffet les protéines sont adsorbées
localement sous la monocouche de DMPC, alors giIdRRAS sonde une zone large de
30 mmzZ. De plus, I'éthanol contenu dans le sohdenta protéine induit une modification de
la ligne de base dans la méme gamme de longueandalgue les bandes amides. Cependant,
grace a la densité variable des agrégats sousnacnoche de DMPC, une série de mesure
PM-IRRAS de la protéine a pu étre réalisée. Cesunes semblent montrer que les agrégats
de y-gliadine sous la monocouche de DMPC ont la mémeactsire que lesy-gliadines
adsorbées a linterface air-eau. Il s’agirait dégats peu structurés, riche en couflest
petites hélicest orientées parallélement a I'interface. De pluguae modification du signal
de la monocouche de DMPC n’a pu étre observée. ridepé ces résultats ne sont pas
pleinement convaincants puisqu’ils n‘ont pas pwe &produits. Pour obtenir des mesures
spectroscopiques fiables, nos systémes devraientréhsférés sur un substrat solide afin de
réaliser des mesures spectroscopiques localemeldssagrégats par microscopie infrarouge
ou Raman confocal.

5. Test d'une monocouche de DMPG

L’effet de la charge de la monocouche de phospig@gsur la formation des agrégats de
gliadine a été testé a l'aide de monocouches de ®MPe lipide, chargé négativement,
représente 20 & 25 % des phospholipides du corfeusmtéique de m&is A pH neutre, les
gliadines sont tres peu chargées, leurs chargéssrsint +2 pour Iggliadine et -4 pour la
w-gliadine.

Les essais ont été réalisés par tensiometrie @bsuiopie a angle de Brewster. Les mesures
tensiométriques ont montré un comportement ideat&uoelui observé avec une monocouche
de DMPC. Pour une tension de surface de monocolijmkéue égale a 20 mN/m, il y a
insertion deg-gliadines a l'interface, contrairement a 40 mN/inilon’y pas d’insertion. La
pression limite de changement de comportementtae sigalement entre 20 et 30 mN/m,
mais n'a pas été précisément déterminée. Concetaanbbservations microscopiques, a
M =35 mN/m le comportement général apparait idertigucelui observé dans le cas du
DMPC (Tableau 1). Apres un court temps d’induction,scintillement apparait, puis laisse
place a la formation d’agrégats distincts. Pownjd'ction d'une grande quantité de gliadines
dans la sous-phase (400 pg), la différence de cdement, en termes d'épaisseur des
agrégats, entrg- et w-gliadines est retrouvée. En effet, la réflectivités agrégats de
gliadine est beaucoup plus importante que cellewstlgiiadines. Cette observation montre
gu’il y a également croissance des agrégatsglmdine, contrairement aux-gliadines, sous
une monocouche de DMPG. L'unique différence quila §tre notée est la durée du
"scintillement”. En effet, dans le cas de \liadine injectée sous une monocouche de
DMPG, un scintillement trés court est observé,leéd apparait 10 fois plus courte avec le
DMPG qu’avec le DMPC. Cependant, la variation dedlsée de scintillement n’est pas
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observée dans le cas deubagliadine. Ainsi, trés peu de différences sont obfes entre les
systemes constitués de DMPC et ceux constituésMie@ Cela suggere que l'adsorption
des gliadines sous des monocouches de phosphalipidst pas dirigée par des interactions
électrostatiques. Seule une faible interactiontéetatique peut étre proposée dans le cas de
la y-gliadine, ou la formation des agrégats apparai mpide en présence de DMPG.

Protéine | Monocouche Scintillement Réflectivité Observation

DMPC Intense et long | R~2,3.1¢*
+- ~ 2000s

DMPG Intense et trés couft R~2,8.164

- ~ 200s
w-gliadine DMPC Faible et court | R~2,7.1°
+- ~ 1000s (+/- 6.109)
w-gliadine DMPG Faible et court | R~2,8.1¢°
- ~ 1000s (+/- 6.109)

Tableau 1 : Tableau récapitulatif des observaticgalisées par microscopie a angle de

Brewster sur des systémes formulés avec des marimsode DMPC et de DMPG, sous

lesquels ont été injectgset wgliadines. (Images réalisées avec dg-gliadine, vitesse

d’acquisition : 1/1000 s, Images réalisées avetadergliadine, vitesse d’acquisition :
1/50 s)

6. Transfert sur substrat pour observation en Micrpieca Force
Atomique (AFM)

Afin d'observer la structure fine des agrégats tladme formés sous une monocouche de
DMPC, des expériences d’AFM ont été réalisées. Bela, un transfert de nos systémes sur
un substrat était nécessaire. Le protocole retemu fes observations est le suivant. Le
transfert est réalisé par la technique de Langi@adiraeffet’, i.e. le substrat solide est
maintenu par dépression a l'aide d’'une pompe a&dextrémité d'un cbne en plastique. Il
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est ensuite approché parallelement a l'interfaceai et mis en contact quelques secondes
avec la couche pour assurer le transfert. Le satbsBt ensuite retiré et immédiatement
disposé dans la cellule liquide du dispositif AFKlette technique permet d’obtenir la
monocouche lipidique adsorbée sur le substratseadeégats de protéines a portée de pointe
d’AFM. Le substrat utilisé est du graphite (HOP@g nature hydrophobe, de facon a
favoriser les interactions entre substrat et clsaalphatiques des phospholipides. Enfin, les
expériences sont réalisées en milieu aqueux poabiliser les tétes polaires des
phospholipides formant la monocouche lipidique.clqaisition AFM est réalisée en mode

contact. _
Pointe

AFM Tampon

\ phosphate

Joint d’étanchéité

Echantillon prélevé 4« ensilicone
de l'interface air-
eau par transfert HOPG

Langmuir-Schaeffer fraichement clivé

Figure 20 : Représentation schématique du systénueeépar AFM liquide : un substrat de

graphite (HOPG) sur lequel des gliadines, préalabémt adsorbée sous une monocouche de
lipides a l'interface air-eau, ont été transférdes la technique de Langmuir-Schaeffer.

a) Monocouche lipidique

Dans un premier temps, des transferts sur substimte et observation par AFM ont été

réalisés selon le protocole défini précédemment poeg monocouche de DMPC a l'interface

air-eau. La pression interfaciale de la monocowthé de 40 mN/m et la sous-phase était un
tampon phosphate pH 7.2, 0.05 M. La figure 21 priesdes clichés AFM, avec différentes

échelles, obtenus pour une monocouche de DMPC etlsuvrement homogene du substrat
est observé. Les marches du HOPG sont visiblestanesfert de la monocouche de DMPC
semble donc étre bien réalisé, et nous indiqugédeisd’'une monocouche de DMPC a 40
mN/m transférée et observée par AFM.
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10.0 pm

Figure 21 : Observation par AFM liquide (mode cartjad’une monocouche de DMPC a 40
mN/m transférée de l'interface air-eau par la teicjue de Langmuir Schaeffer. Substrat :
mica fraichement clivé, milieu : tampon phosphate7g2 0,05M. (a) image 10x10um, (b)

image 639x639 nm.
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b) Monocouche lipidique +y-gliadine

Des expériences ont été réalisées sur des systEmasnocouche de DMPC similaires ayant
recu une injection de 30 ug degliadines dans la sous-phase. La figure 22 préskyst
observations réalisées par AFM.

ZE‘)ne de mono&ouche =
lipidique :

e®®00ccccce

.
.
.
.
.
s

eececcccoe

'Agrégat de
protéine

Figure 22 :Observation par AFM liquide (mode contact) jdgliadines injectées sous une
monocouche de DMPC a 40 mN/m transférée de I'mterfir-eau par la technique de
Langmuir Schaeffer. Substrat : mica fraichememéglmilieu : tampon phosphate pH 7,2,
0.05 M. Image 5x5 pm.

Deux principaux types d’épaisseurs apparaissentimage de hauteur (image de gauche).
Des épaisseurs inférieures a 10 nm qui apparaissentarron plus ou moins fonce, et des
épaisseurs supérieures a 10 nm. Etant donné lesvalisns réalisées sur monocouche de
lipides simple, les épaisseurs élevées peuventaétnibuées a des agrégats protéiques, alors
que les épaisseurs plus faibles peuvent étre @ au DMPC. Les agrégats protéiques
présentent des épaisseurs de 15 nm en moyennetatest sur plusieurs centaines de
nanometres de large. Ainsi, la gamme d’épaissebseraée en AFM correspond a celle
calculée par des mesures de réflectivité. Cepenldanexpansions latérales des agrégats,
observées sur ce cliché sont moins importantescglles mesurées par BAM. En effet,
'observation AFM a pu étre réalisée sur une zooeilon'y a pas d’agrégats de grande
dimension latérale, et la résolution de la micrgpsemptique ne permet pas d’observer des
agrégats d'une centaine de nanometres de dianRrailleurs, le fond, de faible épaisseur,
n'est pas homogéne (surtout en déflection : imagedrdite) ; des trous dans la monocouche
de lipides semblent apparaitre. Cela suggére domoauvais transfert du film interfacial sur
le substrat. Ce mauvais transfert peut étre ex@lipar le fait que cet essai ait été réalisé a
partir d’'une monocouche préparée dans la petite cireulaire qui ne permet de réaliser des
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essais qu'a aire constante. En effet, pour desatipgs de transfert, il est préférable de

travailler a pression constante afin de limitepéaturbation du systéme lors du transfert. Des
essais supplémentaires devraient donc étre eflecu&@ide d’'une cuve de Langmuir équipée
d’'une barriere de compression pilotée par un legiaifin de maintenir la pression interfaciale

constante.

7. Bilan

Les études réalisées a I'aide de monocouches deppblipides ont permis de montrer qu’a
des pressions de monocouches semblables a ceflamataebranes biologiques, les gliadines
s'adsorbaient sur les membranes modeles. En effetpuplage de mesures tensiométriques
et microscopiques ont permis de prouver la fornmatibagrégats de gliadines sous des
monocouches de DMPC et DMPG. La caractérisatiotedeagrégats a été réalisée par I'étude
de leurs propriétés optiques, mesurées par migpeseéoangle de Brewster. Le caractére lisse
et plat de ces objets a été déterminé par des\atigesrs en polariseur et analyseur croisés,
alors qu’une estimation des épaisseurs a pu &ifiséé grace a des mesures de réflectance.
Ces mesures ont permis de suggérer que les glsadiadsorbaient sous forme d’agrégats de
diamétre limité sous la monocouche de lipides. Dansas de law-gliadine, les agrégats
apparaissent stables sous forme de monocouches, @le les agrégats degliadines,
initiallement sous forme de monocouches, peuvaitreren épaisseur lorsqu’on augmente la
quantité de protéines dans le systéme. La sinélaét comportement des gliadines sous des
monocouches de DMPC et de DMPG a permis de moqtrer I'interaction membrane-
gliadine n’était pas dominée par des interactioastyge électrostatiques. Par ailleurs, des
mesures spectroscopiques ont été entreprises palRRKS, pour étudier la structure
secondaire des agrégats de protéines adsorbéss etddifications de la monocouche de
lipides. Bien que les expériences aient souffarhdhanque de signal, une série de mesures a
permis de montrer que lgsgliadines adsorbées sous une monocouche de DMR@&na la
méme structure secondaire que lorsqu’elles se @ient a l'interface air-eau a haute aire
moléculaire. Cela suggére qu’adsorbées sur les iypaes d’interfaces, les protéines sont sous
une forme peu structurée, étalées sur l'interf&ém de préciser I'étude de ces agrégats de
gliadines par AFM et spectroscopie locale (micresescopie IR ou Raman confocal), des
transferts de ces systémes sur substrat solideserscessaires. Pour cela, une réflexion et
des essais préliminaires sur le mode de transfartéte réalisés, mais le travail reste a
compléter.

L’ensemble de ces résultats montre que le comperierdes gliadines est différent a
l'interface air-eau et a I'interface membrane-daun effet, I'air est beaucoup plus hydrophobe
qgue les tétes phosphates des lipides. Cette différee traduit par la formation d'un film
homogene sur I'ensemble de linterface air-eaursabpu’a l'interface membrane-eau des
agrégats de taille finie sont observés. Cela pexpbquer par une différence de tension de
ligne (équivalent 2D de la tension de surface)eentr film de gliadines adsorbé a l'interface
air-eau et un film adsorbé sous une monocouch@ite>. Toutefois, certaines similitudes
entre les deux types d’interfaces peuvent étreesotén effet, sur les deux types d’interfaces
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il y a adsorption des gliadines sous forme de mouadtes dans lesquelles les protéines
seraient peu structurées. De plus, dans les deXaceapacité d’accumulation dgegliadines

a pu étre mise en évidence, contrairement axgliadines. Ce comportement peut étre
expliqué par la différence d’activité de surfaces dieux types de gliadines. De plus, étant
donné le caractere amphiphile gegliadines, un modéle d’auto-assemblage peut égoge
pour décrire la croissance des agrégats (figure 23)

+ y—gligdine / \ + u-@dine

l+y-g|iadine l

l +y-gliadine l + w-gliadine

Figure 23 : Modéle d’auto-assemblage des gliadsmss une monocouche de DMPC basé
sur des interactions de type hydrophobe. En rowge ieprésentés les domaines hydrophiles
des lipides et des protéines, en jaune les dormdipdrophobes.

Ce modele est basé sur les différences d’hydrogphélentre les domaines gajliadine et de
w-gliadine. En effet, dans le cas depgliadine, qui présente deux domaines distinctg tbn
hydrophobicités sont significativement différenteéls,y aurait adsorption des premiéres
protéines sur la monocouche via le domaine répbkt@rdphile”, puis croissance de la
monocouche, en épaisseur, via des interactionsopiidbes entre les domaines globulaires
des protéines de la premiére et de la seconde eolthainsi de suite, une structure en
multicouche serait formée. Dans le cas denigliadine qui ne comporte qu’'un domaine
répété, plutdt hydrophile, il y aurait adsorptioous forme de monocouche, mais pas de
croissance par défaut de domaine hydrophobe. Dgsriences complémentaires d’AFM et
de microspectroscopie-infrarouge devraient permeltrvalider ou d’'infirmer ce modéle.

132



CHAPITREIV : INTERACTION MEMBRANE-PROTEINE DE RESERVE DE BLE

C. Conclusion

Afin d’étudier l'interaction entre gliadines et mbrane biologique, deux types de systémes
modéles ont été utilisés dans cette thése. Le prebasé sur des phases lamellaires, a permis
d’identifier I'existence d’'une interaction entre mierane et gliadine, tout en discréditant
I'hypothese du confinement comme parametre d’icteya. Le second modéle, basé sur des
monocouches de lipides, a permis de caractérisarolde d’interaction entre membrane et
gliadines. Ainsi, les gliadines s’assembleraienisstborme de monocouches via l'interface
membranaire. Un mode de croissance en épaisseunalescouches deggliadine a pu étre
observé, contrairement auxgliadines. Ainsi, un modéle d’auto-assemblage gleglines,
par des interactions hydrophobes a été proposénSm modéle, le domaine répété des
gliadines serait responsable de linteraction alesc membranes. Cette suggestion est en
accord avec plusieurs types de résultats. En efiete part, plusieurs équipes de biologistes
ont montré que le domaine N-terminal, contenardédquence répétée des prolamines était
nécessaire a la formation des corpuscules protgipaiela voie de 'accumulation dans le RE,
que ce soit chez le B¢’ ou chez le maf& D’autre part, des mesures biophysiques réalisées
avec des zéines (protéines de réserve du maishamtré que le domaine répété interagissait
avec des membranes et pourrait &tre & I'origineadermation des corpuscules protéicfies
De plus, le domaine C-terminal, non répété, ser@iessaire a I'accumulation des protéines
via linterface. Ainsi, cette étude a permis deide I'hypothése d’une interaction entre
gliadines et membrane qui pourrait étre a I'origileela formation des corpuscules protéiques.
Néanmoins, des études complémentaires, baséea sucrbscopie AFM et la spectroscopie
IR en particulier, autoriseraient la validationrdodéle proposé.
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Conclusion générale

Ce travail a consisté a mettre en place des apgsoblomimétiques de I'assemblage des
protéines de réserve dans les corpuscules protéifijual’étudier les mécanismes physico-
chimiques pouvant entrer en jeu dans la genéseslerganites. Plusieurs approchesitro

ont été utilisées pour étudier les interactionggine-protéine et protéine-membrane dans des
milieux aqueux, proches du contexte biologique.

Une premiére partie du travail a été consacréetade du comportement de protéines de
réserve modeles, lgs et w-gliadines, dans des milieux aqueux. Plusieurseayss ont été
adoptés afin d’étudier ces protéines en régimeéditiconcentré, en volume et aux interfaces.

En volume, une solubilité partielle des protéinestéaobservée en eau et tampon phosphate.
Des phases diluées et des phases denses de d@iamihgou étre mises en évidence et
caractérisées. En milieu dilué, nous avons monte® lg solution était caractérisée par un
equilibre entre des monomeres de protéines etgtégats d’'un rayon moyen de 200 nm. Cet
équilibre dépend de la force ionique de la solutkar ailleurs, I'utilisation d’un évaporateur
microfluidique a permis de mettre en évidence diffiées transitions de phase de type
liquide-liquide en fonction de la concentration, ldeforce ionique et de la nature de la
protéine. Des expériences préliminaires, réalipéesin couplage de ce dispositif avec de la
spectroscopie Raman confocale, ont montré des foaies prometteuses pour étudier les
structures secondaires et les orientations spéesigles protéines dans les différentes phases.
En effet, ces essais ont permis de suggérer langst d’'une orientation préférentielle des
gliadines par rapport a une interface hydrophildrbghobe.

A l'interface air-eau, les gliadines présentent forée capacité d’adsorption. Des évolutions
de leurs structures secondaires et de leurs oti@msaont pu étre mises en évidence en
fonction du taux de compression, notamment pous-tiadine. De plus, les deux types de
gliadines ont montré des capacités différentesri@do des systémes épais a l'interface air-
eau. Ces propriétés ont éte reliees a la struptimaire de ces protéines. Afin de déterminer

une éventuelle organisation des systemes protéigieeses a l'interface air-eau, des
expériences de réflectivité des rayons X en inagdagasante pourraient étre envisagées.

Dans la seconde partie de ce manuscrit, le comperte des gliadines en présence de
membranes lipidiques a été étudié. Deux types deesyes modeles ont été utilisés : des
phases lamellaires de tensio-actifs et des monbesu@pidiques de Langmuir.

Une insertion partielle de monomeéres dgliadines dans une phase lamellaire a été
démontrée. L'étude de leur dynamique nous a pedidentifier une interaction entre
membrane et protéine, indépendante du niveau deearent de la protéine.
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L’étude realisée avec des monocouches lipidigugseranis d'observer la formation de
domaines protéiques denses sous la membrane. ke faiimcentration en protéines, ces
domaines ont des épaisseurs monomériques poureas types de gliadines. A forte
concentration, une croissance en épaisseur desimesra pu étre mesurée uniquement dans
le cas deg-gliadines. Le caractére amphiphile deAgliadine permet d’avancer I’hypothese
d’'un mécanisme de formation des domaines protéiglegFses via une premiére étape
d’interaction des domaines répétés de la protéuse da membrane suivie d’une seconde
étape d’empilement des protéines par alternancel@®esines répétés et non répétes. Ainsi il
y aurait formation d’'un systeme multicouche hyditghydrophobe. La présence d'un
domaine répété hydrophile unique dans la séqueack a-gliadine n’autoriserait pas ce
mode d’auto-association. Des expériences realisdex des monocouches lipidiques
chargées différemment suggerent que les interactatre membrane et gliadines ne sont pas
dominées par une interaction de type électrostatie plus, I'absence de modification du
signal infrarouge de la monocouche lipidique loeslthjection de gliadines dans la sous-
phase montre des interactions faibles entre gkedat membrane. Cependant, étant donné la
faible intensité du signal lié a [linteraction péote-membrane, des expériences de
spectroscopie locale sur des systemes transférésubstrat solide devront étre envisagées
pour confirmer les premiers résultats. La maitdgdransfert des systémes sur substrat solide
permettra également de compléter les expériend&sMi’pour sonder la structure fine des
agrégats de gliadines adsorbés sous les monocodehipsdes.

Pour conclure, 'ensemble de ces travaux indigue lassemblage des protéines de réserve
de blé peut étre principalement lié aux propridétésnseques de ces protéines. Dans le cas
des gliadines étudiées, le caractéere insolublenghgphile de ces protéines semble fortement
impliqué dans le mécanisme de formation de cesrdsdages. L'agrégation des gliadines via
une interface membranaire, tel qu'observé sous mm@ocouche de lipides, pourrait
constituer I'étape d’assemblage des protéines wébsgans le réticulum endoplasmique et
donner lieu a la formation de corpuscules prot&qu€ependant, le modéle d'auto-
assemblage proposé au terme de ce travail restenfancer en prouvant tout d’abord
I'existence d’'une organisation partielle dans lesndines protéiques denses obtenus par
alternance périodique des domaines répétés et épdiés. En perspective générale, les
approches développées pour cette problématiquedesecompositions simples, pourront étre
complexifiés a partir de données biologiques penties. Ainsi I'effet du polymorphisme des
prolamines sur leur agrégation pourra étre daverdaggié.
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Annexe A : Structure des protéines

Les protéines sont des macromolécules naturellemés d'un enchainement ordonné
d’acidesa-aminés. Les acides aminés sont des moléculesiqugancomportant un groupe
fonctionnel acide carboxylique et un groupe amine.

Radleal
[portion variable)

R
O
Nt
H‘/ ||_| ~ OH
Groupement Groupement

amine aclde

Figure 1 : Formule chimique d’un acide aminé

C'est la chaine latérale R qui distingue les défifds acides aminés. 20 acides aminés
principaux participent a la synthese des protémsarelles, ils sont classés dans la figure 2

suivant leurs propriétés physico-chimiques et ledice d’hydrophobicité.

Amino acid Side chain Hydrophobicity|Free Energy (kcalimol) b|
a pH & pH 2
Ala |A |Alanine CH3 1,80 0,17
Arg |R JArginine (CH2)2NC(NH2)2 0,81
Asn [N |Aspargine CH2CONHZ2 0,42
Asp |D [Aspartic Acid |CH2COOH -1,23 0,07
Cys |C |Cysteine CH2SH . 250 | 0,24
GIn |Q |Glutamine (CH2)2CONHZ -0,58
Glu |E |Glutamic acid |(CH2)2CO0OH 2,02 0,01
Gly |G [Glycine H - 0,40 | 0,01
His |H [Histidine CH2(C3N2H3)cyc 0,17 0,96
lle |l [lsoleucine CHCH3CH2CH3 4,50 0,31
Leu |L [Leucine CH2CH(CH3)2 3,80 0,56
Lys |K |[Lysine (CH2)4ANH2 0,99
Met |M [Methionine (CH2)25CH3 1,90 0,23
Phe |F |Phenylalanine |CH2(C6H5)cyc 2,80 1,13
Pro |P |Proline (CH2)Z2cyc -1,60 0,45
Ser |S [Serine CH20H -0,80 0,13
Thr |T [Threonine CHOHCH3 -0,70 -0,14
Trp |W |Tryptophan CH2(C8NHB)cyc -0,90 1,85
Tyr |Y [Tyrosine CH2(C6H4)cycOH -1,30 0,94
Val |V |Valine CH(CH3)2 4,20 0,07

a: from the molecular modeling package ViewerlLite of Accelrys Inc
b: from Wimley & White, Nat Struct. Biol, 1996, 3:842-848
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Figure 2 : Les 20 acides aminés constituant leséines

On distingue 4 niveaux d’organisation dans les gnets, la structure primaire, secondaire,
tertiaire et quaternaire. La structure primairestibne I'enchainement ordonné d’acides aminés.
Par convention, la séguence est donnée de I'exréfterminale vers I'extrémité C-terminale.
La liaison peptidique présente des caractéristiquesui sont propres et qui induisent un nombre
limité de conformations stables des protéines. éades ont montré que la longueur de la liaison
CN dans la liaison peptidique est de 1.32 A, Gedire inférieure & une liaison simple
(d=1.47 A) et supérieure a une double liaison Ceil1(25 A). La liaison peptidique a donc un
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caractére double liaison comme le montre le schanvant, qui implique la quasi-coplanéité des

atomes C, O, N et H.
\5@ /

CC[
/ H ,'“\

E. jospard [(FOFR)
Figure 3 : Formes mésomeres de la liaison peptieliq

D’autre part, la position en trans des atomes (Hedle la liaison peptidique est adoptée
préférentiellement, car elle est plus stable d& ké.mol' que la position cis. Ainsi les seuls
degrés de liberté possibles sont les rotations vauttes liaisons C-N et C-C, notées
respectivemen®d etV qui limitent le nombre de conformations stables geuvent adopter les
protéines.

Figure 4 : Degrés de liberté de la liaison peptiakq

Les conformations stables des anglest ¥ sont répertoriées en vert dans le diagramme de
Ramachandran présenté ci-dessous :

180 ¢ T T T T T T T T

o0 | s : _

o

e (deg)
(=]

a0 |-

[
_180 ki 1 | L 1 I .
180 90 Q S0 180

o ideg)

Figure 5 : Diagramme de Ramachandran avec posigoment de quelques structures
secondaires : Hélice (), Hélicea gauche ¢ ), Feuillets g paralleles 1) et anti-
paralléles(]), et hélice de collagene(c).
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La structure secondaire est définie comme I'ageeoemegulier et répétitif dans I'espace de la
chaine carbonée principale de la chaine polypeptdi Elle résulte essentiellement de la
formation de liaisons hydrogene entre I'oxygenedidbonyle d’une liaison peptidique d’'un motif
et de I'’hydrogéne de I'azote d’'une liaison peptigigi’'un autre motif. L'hélicex et le feuilletp
sont les deux grands types de structures secordaimeontrés dans les protéines. L’hélicest
stabilisée par la formation de liaisons hydrogergisgées selon I'axe de I'hélice et qui
s’établissent entre le groupe carbonyle du madifle groupe NH du motif i+4. Le pas de I'hélice
o est de 3.6 unités d’acides aminés par tour cecguespond a une hauteur de 1.5 A entre 2
monomeres. Il faut donc cing tours pour retrouvenxdmotifs superposables. Le feuiletest
constitué de deux chaines polypeptidiques posifesren vis-a-vis. Les liaisons hydrogenes
s’établissent entre chaque brin ce qui engendrerlaation d’'une structure plissée en forme
d’'accordéon, les chaines latérales R étant alieemaént d'un c6té et de l'autre du feuillet. Les
brins B peuvent interagir de deux facons différentes gotmer un feuillet : soit les deux brins
sont orientés dans la méme direction, de I'extréNiterminale vers I'extrémité C-terminale, on
parle de feuillep parallele ; soit les deux brins sont orientésatmm opposée, on parle alors de
feuillet  anti-paralléle. Cette derniére forme est thermadyiquement plus stable, et donc plus
représentée dans les protéines.

A h‘- ﬁ d ENV i;[é_h&}“ ﬁN/C\:‘,N

/ ik :
H 0/ H g/ H
~R A Al 2 g
‘d B /QI_HJ
0/ H ’- J{ c"‘O H }
C Vi Py (:-N/Gc",& g 4
HN 4 £ g \_/—/

"Bhorthand" o-heli

"Shorthand"  &-strand

v \.“x o
Lo . e F]
.,r | _,'I. \m::::__:: j.—_—_.__h
(a) (b) (c)

Figure 6 : Représentation de structures secondaifa3 hélicea, (b) bring, (c) feuilletss
parallele (BC) et antiparalléle (AB).

Il existe également un autre type de structurers#ice souvent rencontré chez les protéines : le
coudep qui permet le repliement de la chaine polypeptidigll est formé par quatre acides
aminés successifs avec une liaison hydrogene kengeupe carbonyle du premier et le groupe
amino du dernier.
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Figure 7 : Représentations de coutle

Les protéines riches en prolines, comme le collageont capables de former des hélices de type
PPII. Il s'agit de la forme d’hélice la plus stalbdemeée par la polyproline. L’hélice de type PPII
est une hélice gauche avec un pas de 3 résidusoparll s'agit donc d'une hélice moins
compacte que I'hélica, et qui n'est pas stabilisée par des liaisonsdngines. Cette structure est
caractérisée par les angles dihedpres5° et=150°. Lorsque lI'on regarde le diagramme de
Ramachandran, on peut noter que la structure PRIlnaéme anglepque les hélices, et le
méme anglep que les feuillet. On s'attend donc a ce que I'hélice PPII soit umectire
intermédiaire lorsqu’il y a une transformation dibésa en feuillets.

Begfonsd Of

Figure 8 : Représentation de I'hélice de PPII (awde cbté (b) vue de dessus.

La structure tertiaire résulte de la facon donstesctures secondaires s’organisent dans I'espace.

La structure quaternaire, dans le cas des complps@eiques, désigne l'arrangement et le
regroupement dans I'espace des différentes chpigseptidiques.
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Annexe B : Spectroscopie Infrarouge des protéines

Les protéines sont de tres grosses molécules, cemplique un trés grand nombre de
vibrations en spectroscopie d’absorption infrarougependant, il est possible de se limiter
aux vibrations des groupements peptidigues destipest qui absorbent dans le méme
domaine. Ces vibrations donnent de fortes bandesdiption caractéristiques qu’on nomme
communément bandes amide A et B pour les bandésatjation dans les hautes fréquences
(supérieures & 3000 ¢het bandes amides | & VII pour les bandes d’adisorlans les
basses fréquences (inférieures a 1700)c®n distingue les vibrations dans le plan de la
liaison amide (bandes amide A et B, et bandes am#&é&/) et des vibrations hors du plan
(bandes amide V a VII). Ce sont les bandes d’adieoramide | et Il qui sont utilisées pour
'analyse des spectres dans cette these car dalgsirgenses et sensibles aux structures
secondaires des protéines. La bande amide liesigalement localisée sur la vibration de la
liaison C=0, alors que I'amide Il résulte d'un plage entre la déformation de la liaison N-H
et de I'élongation de la liaison C-N. Les frequende ces bandes et leur description sont
répertoriées dans le tableau suivant.

Bande de vibration Description Fréquence (cm-1)
H
Amide | } N/ 1700-1610
7N
O
»
] H
Amide Il / 1560-1510
-« N—
/> N
o
Amide Ill / 1310-1240
7 N>
(0]

Figure 1 : Représentation des modes de vibratiomdar Il et Ill de la liaison peptidique

Dans le cas de la structuration des chaines pdigigpes sous forme de structures réguliéres
(hélicesa, feuilletsp, coudesp), il se produit un couplage entre les modes deatitm amide

| et Il de chaque unité répétitive, notamment eseales liaisons hydrogenes qui interviennent
entre motifs (hélices) ou entre chaines (feuilleB® ce couplage résulte I'éclatement des
modes amide | et Il qui dépend de la conformatienadprotéine. Pour I'hélice, on trouve
pour chague mode de vibration, un moment de tiansitaralléle et perpendiculaire a I'axe
de I'hélice. Pour les feuillef$, on attend un moment de transition paralléle gigradiculaire

a la direction des chaines polypeptidiques. Dansake des feuilletf§ paralléles seul le
moment de transition perpendiculaire aux chaineshkeservable, alors que pour les feuilgts
antiparalleles, on distingue les deux moments dasition. Ainsi, a partir d’un spectre
d’adsorption, il est possible de différencier lesnies hélicesu, feuillets p, coudesp et
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ANNEXE B

formes désordonnées. Les fréequences de vibratigemne des principaux types de structures

secondaires sont répertoriées dans le tableaunsuiva

Structure secondaire

Fréquence de vibration amideit)

Hélicea

1652-1662 (F)

Feuilletp parallele

1630-1636 (F)

Feuilletp anti-parallele

1685-1695 (f) 1630-1618 (F)

Coudep

1665-1685

Structure désordonnée

1652-1643 (L) *

Figure 2 : Fréquences caractéristiqdet mode amide | des principales structures
secondaires. Les lettres F, f et L désignent raspgeuent les bandes de forte et faible
intensité, et une bande large.

* abaissée en dessous de 1650'@n présence d'eau

! Goormaghtigh, Cabiaux and Ruysschaert, “Subcelhitechemistry”, vol 23, Ed Hilderson, 1994.
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ANNEXE C

Annexe C : Formulations des phases lamellaires

Masse Masse % %
Echantillon| gliadine [membrane| Masse eay gliadine | membrane| % eau | 1/m dw
(mg) (mg) (mg) (A)
1 0.49 335.92 249.30 0.08 57.24 42.67 175 2214
2 0.51 291.00 291.20 0.09 50.03 49.88 200 29.61
3 0.51 259.20 323.70 0.09 44.48 55.43 2.25| 37.02
4 0.49 234.20 349.50 0.09 40.12 59.79 249 44.27
5 0.51 211.80 369.50 0.08 36.36 63.56 275 51.92
6 0.50 181.00 409.00 0.08 31.02 68.90 3.22| 65.97
7 0.50 155.00 438.60 0.08 26.11 73.81 3.83| 83.95
8 0.51 117.20 473.10 0.08 19.92 80.00 5.02| 119.30
9 0.51 96.90 486.10 0.09 16.60 83.31 6.02| 149.05
PREMIX (membrane)
Masse Masse
CioEs5 Hexanol
1.55 0.45

Tableau 1 : Formulations des échantillons de phdae®llaires de C12E5/Hexanol avec de

la ~gliadine
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Résumé :

L’assemblage des protéines de réserve de blé (pirds) sous forme de corpuscules
protéigues lors du développement du grain resteuadihui un mécanisme peu compris. Ce
travail de these a consisté a utiliser plusieurpr@aghes biomimétiques dans le but de
déterminer les parameétres physico-chimiques pouwsatnér en jeu dans I'assemblagesivo

de ces protéines. Legsgliadines etw-gliadines, ont été choisies comme prolamines naesglél
et leurs modes d’assemblages ont été étuidiédtro dans des solutions aqueuses. Une
attention particuliére s’est portée sur leur cortgroent aux interfaces. Pour mimer le
contexte biologique, ces protéines ont été étudégsrésence de membranes lipidiques. Les
résultats de ces travaux indiquent que, du faledeinsolubilité, les gliadines présentent une
forte capacité a s’assembler en milieu aqueux, amicplier aux interfaces. Les études
spectroscopiques montrent que ces protéines petgatds structures secondaires tres labiles
susceptibles de s’orienter aux interfaces. Que aie & l'interface air-eau, ou sous des
monocouches lipidiques, les gliadines s’adsorbens sorme de monocouches. Pour de fortes
concentrations en protéines, I'épaisseur des cauddsorbées dggliadines croit pour
former des domaines protéiques denses, phénomaénebservé dans le cas degliadines.

Un modele d'auto-assemblage, basé sur la strugitireaire de ces gliadines est ainsi
propose, et suggéré comme mécanisme initial deafiiomdes corpuscules protéigues.

Mots-clés: Gliadines, corpuscules protéiques, membranes, rfaces, systemes
biomimétiques, assemblage, structure, dynamique.

Summary:

Wheat storage proteins (prolamins) assembly ineprdiodies during grain development still
remains an ill-understood mechanism. This work ldigp different biomimetic strategies in
order to elucidate physical chemistry parametergomant for these proteins assemidy
vivo. They-gliadins andw-gliadins were chosen as model prolamins, and #esembly in
agqueous solution was studiedvitro. This work focused on their interfacial behaviotio
mimic the biological context, these proteins wetel®d in the vicinity of lipidic membranes.
Results indicate that, due to their low solubiligjiadins display an important ability to self-
assemble in aqueous media, preferentially to thexfaces. Spectroscopic studies show that
these proteins display labile secondary structabéds to change their orientation at interfaces.
In addition, at the air-water interface or undgridic monolayers, gliadins adsorb to form
protein monolayers. At higirgliadins concentrations, the thickness of adsogoetkin layer
increases to form dense protein domains, resulobseérved in the case afgliadins. A self
assembly model, based on the primary structurdiadigs is thus proposed, and suggested as
an initial mechanism of protein bodies formation.

Keywords: Gliadins, protein bodies, membranes, interfacesnimetic systems, assembly,
structure, dynamic.
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