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L’application aux macromolécules d’origine biologique des outils et concepts de la physique
de la matiere molle et des dispersions colloidales enrichit la description et la compréhension
de leurs interactions et transitions de phases. Depuis une dizaine d’années, 'attention
portée aux protéines, et en particulier a leur comportement a haute concentration, s’est
accru. Ces molécules possedent en effet une complexité structurale supérieure a celle des
colloides (répartition de charges anisotrope, diversité de structures tridimensionnelles,
flexibilité, présence de « patchs » hydrophobes) et sont par conséquent des objets d’étude
intéressants pour la validation et I'amélioration des modeles physiques établis sur des

systemes colloidaux.

La compréhension des interactions dans les systemes concentrés de protéines possede de
plus une importance particuliere dans de nombreuses applications, notamment en indus-
trie agroalimentaire. En effet, lors de la transformation alimentaire, les protéines subissent
couramment des étapes de concentration, que ce soit par exemple dans le cadre du sé-
chage (poudres), de la filtration membranaire (formation de « gateaux » de filtration,
diis a 'accumulation de protéines a la surface des membranes), ou de la formation de
films denses interfaciaux dans les systémes dispersés (mousses, émulsions...). Dans ces
conditions, la concentration en protéines peut atteindre localement plusieurs centaines
de grammes par litre et constitue une partie des facteurs responsables de leurs propriétés
techno-fonctionnelles. L’effet concentration a également des implications dans d’autres do-
maines que l’agroalimentaire : la formulation de médicaments injectables a haute concen-
tration en protéines mais ne devant pas subir pas de transition de phases, susceptible de

rendre I'injection impossible, en est un exemple.

L’étude du seul effet de la concentration sur la modulation des interactions entre protéines
ne peut s’effectuer directement dans les produits de la transformation agroalimentaire, car
il ne peut étre découplé des autres effets (interaction avec les autres composants ou avec
une surface hydrophobe, dénaturation thermique...). Elle nécessite donc d’avoir recours a
des systemes modeles simplifiés, bien souvent constitués de la dispersion d'un seul type de
protéine dans une solution aqueuse. Malgré I'intérét scientifique et technologique qu’elles
représentent, la plupart des études de ce type sont récentes et les connaissances dans le
domaine sont encore limitées. Des modeles de plus en plus complexes, se basant sur les
résultats expérimentaux tirés de techniques telles que la diffusion des rayonnements et la
modélisation numérique (dynamique moléculaire, entre autres) sont élaborés pour rendre
compte des observations faites sur des systemes de protéines concentrées, en utilisant les
connaissances héritées de la physique des colloides. Cependant, une part des propriétés des
protéines échappe pour l'instant aux regles établies pour les colloides et certains rappro-
chements entre les protéines et ces objets plus simples font débat (& l'instar des agrégats
dynamiques de lysozyme, dont nous discuterons dans la section. De plus, la question
de la pertinence de la généralisation des observations faites sur un nombre limité de pro-
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téines se pose : existe-t-il des comportements spécifiques des protéines ? Peut-on prédire le
comportement d’une protéine a partir de ses propriétés physico-chimiques (charge, masse,
famille de structures tertiaires...) 7 Jusqu'a quel niveau de détail les modeles doivent-ils
porter ?

L’étude de la relation entre pression osmotique et fraction volumique est une méthode
efficace de caractérisation des interactions entre les composants d’une solution. Elle a déja
été utilisée pour de nombreuses études portant sur les interactions dans les solutions de
protéines, en particulier a travers le calcul de coefficients du viriel, comme il sera détaillé
dans la section [I.3.5] Cependant, les gammes de concentration jusqu'’ici étudiées sont
tres souvent insuffisantes pour aller au-dela d’un régime dilué a semi-dilué. Or, nombre de
procédés agroalimentaires font intervenir des phases concentrées, voire solides, de protéines
et I’étude de la transition progressive d'un systeme dilué a un systeme solide possede un
réel intérét.
Cette étude propose de décrire, grace a ’établissement d’équations d’état liant fraction
volumique et pression osmotique, les interactions entre protéines lors d’une concentration
allant d’un régime tres dilué (quelques g L™!) jusqu’a un régime concentré, constitué d’une
phase solide (plus de 800 gL!). Nous avons pour cela choisi d’utiliser comme méthode de
concentration la compression osmotique, qui a déja été utilisée dans des travaux sur des
colloides et des protéines et présente plusieurs avantages :

— la teneur en sels est maintenue constante au cours de la concentration, contrairement a
des techniques comme le séchage. De plus, le contrdle des parametres physico-chimiques
(pH, force ionique) est aisé;

— son utilisation est relativement aisée, bien que cotiteuse en temps de manipulation ;

— elle peut étre appliquée sur de petits volumes (quelques mL);

— la concentration ne se limite pas a un régime liquide, comme dans le cas de la préparation
directe par dissolution de poudre dans un tampon. L’eau peut encore étre extraite de
I’échantillon apres sa solidification, ce qui permet détudier les transitions de phases.

Nous avons choisi comme protéines modeles le lysozyme et 1’'ovalbumine, deux protéines

issues du blanc d’oeuf, un ingrédient largement utilisé en industrie agroalimentaire pour

ses propriétés texturantes et moussantes. Elles possedent I'avantage d’étre bien caractéri-
sées du point de vue de leurs propriétés physico-chimiques (charge, structure, hydrophobie
de surface), tres différentes entre les deux protéines, et ont déja été utilisées comme mo-
deles d’étude des interactions entre protéines. En particulier, le lysozyme a fait 1’objet
de nombreux travaux concernant ses capacités d’auto-assemblage a des concentrations de
plusieurs centaines de grammes par litre et le comportement interfacial des deux protéines

a été largement étudié.

Les résultats de nos travaux seront présentés en quatre chapitres. Dans un premier cha-
pitre, nous montrerons que I’établissement d’équations d’état reliant la fraction volumique
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et la pression osmotique de solutions de lysozyme et d’ovalbumine sur une large gamme de
fractions volumiques est une méthode efficace de caractérisation des interactions mises en
jeu et de description des transitions du systeéme qui interviennent lors de la concentration.
Nous montrerons les différences existant dans le comportement de ces deux protéines lors
de la concentration et proposerons des modeles d’interprétation des interactions. Dans
un second temps, nous affinerons les conclusions tirées de ces équations d’état en les
confrontant a ’analyse par diffusion des rayons X des échantillons de lysozyme et d’oval-
bumine concentrée et montrerons notamment que la transition solide-liquide pour ces
deux protéines releves de phénomenes tres différents. Un troisieme chapitre traitera de la
modélisation numérique de systémes concentrés de protéines et fera apparaitre, a travers
la confrontation avec les données expérimentales, la complexité des phénomenes mis en
jeu lors de la concentration et les défis d’une représentation théorique réaliste. Enfin, un
dernier chapitre sera consacré a la mise en parallele de nos équations d’état, élaborées a
partir de solutions de lysozyme et d’ovalbumine, avec les propriétés de ces deux protéines
dans un systeme bidimensionnel, ou I'effet concentration ne représente qu’une partie des
facteurs influencant le comportement des protéines : les couches de protéines adsorbées a

I'interface air-eau.
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Chapitre 1

Synthese bibliographique
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Nous nous attacherons tout d’abord a décrire les grands principes d’organisation structu-
rale des protéines, de maniere a éclairer les bases de leurs propriétés physicochimiques et
de leur capacité d’assemblage. Nous aborderons ensuite les grandes familles d’interactions
présentes chez les colloides et les protéines, avant de nous intéresser aux changements de

phase intervenant lors de phénomenes de concentration des protéines.

1.1 Structure des protéines

1.1.1 Structure primaire

Les unités de base d’une protéine sont les acides aminés. Ces molécules possedent chacune
un groupement amine primaire —NHy, un groupement acide carboxylique -COOH et une
chaine latérale —R, rattachés a un carbone, dit o ou asymétrique (figure |1.1)).

H,N — C, — COOH

R

FIGURE 1.1 — Structure générale d’un acide aminé

Les acides aminés se différencient de par leur chaine latérale variable, leur conférant des
propriétés physico-chimiques distinctes. Ainsi, on dénombre 20 acides aminés différents
entrant dans la composition des protéines (figure [1.2)).

La structure primaire d’une protéine est donnée par ’enchainement simple de ses acides
aminés, liés par des liaisons peptidiques. Cette liaison est formée par réaction du groupe
acide carboxylique d'un acide aminé et du groupe amine d’un autre, occasionnant le
départ d’une molécule d’eau (figure [1.3la). Les « restes » d’acides aminés sont alors
appelés résidus. La liaison peptidique est partiellement double, du fait de la mobilité du
doublet électronique de I'atome d’azote, qui permet ’alternance entre deux conformations
mésomeres (figure b). Ceci est responsable de la rigidité de cette liaison, autour de
laquelle aucune rotation n’est possible. Les seules rotations permises sont celles ayant lieu
entre le carbone asymétrique et le carbone du groupement carbonyle (angle V), ou entre
le carbone asymétrique et 'azote du groupement amine (angle ®) (Phillips et coll., 1994).
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Tryptophane  Phénylalanine Alanine Polaires non chargés

FIGURE 1.2 — Acides aminés entrant dans la composition des protéines

P
,—’>,._‘5\‘ + /OiH
oH H H ;
C c/\‘ |
« N H+N—C, —> C¢,—C—N—C, (a)
0 e u
\O/
| |
¢g—C—%N—C, — ca—c:N®—c'q (b)
I |
o ol

FIGURE 1.3 — Formation de la liaison peptidique (a) et configurations possibles par délo-
calisation du doublet de l'azote (b)
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Les extrémités de la chaine polypeptidique, portant soit un groupement amine II intact
ou un groupement acide carboxylique intact, sont respectivement dénommées extrémités
N- et C- terminales (figure . Ces deux extrémités sont susceptibles de se protoner
ou de se déprotoner suivant les conditions de pH, leur pK, étant voisin de 3,3 et 7.7,

respectivement (Grimsley et coll., 2008).

Hz0
N-terminus C-terminus
H HO R HH O 4 H HO | H H O
chaine o | o | [ o
. H-N-C-CyN-C-CHN-C-CN-C-Ci{N-C-C- -N-C-C-0-H
principale ] o | [ 1 |
. R1 H HOQ R3 H H O RS R6
chaine
latérale résidu 1 || résidu 2 | résidu 3 || résidu4| résidu 5 ‘\ résidu 6
lien formation du
peptidique lien peptidique

par condensation
et élimination
d'eau

FIGURE 1.4 — Assemblage des acides aminés dans une chaine polypeptidique

1.1.2 Structure secondaire

Les interactions entre résidus résultent en des organisations locales particulieres, qui com-
posent la structure secondaire de la protéine. On liste parmi elles les hélices («, 310, 7, II),
les feuillets § (paralleles ou anti-paralleles), les courdes (turns) et les boucles aléatoires
(random coils).

Les hélices « (figure sont stabilisées par des liaisons hydrogenes présentes entre 1’oxy-
gene du groupement carbonyle d'un résidu n et 'hydrogene du groupement amide du
résidu (n+4). Les liaisons hydrogene sont des liaisons faibles s’établissant entre 1’hydro-
gene porté par un hétéroatome (oxygene, azote, soufre, phosphore ou halogéne) et un
autre hétéroatome porteur d’un doublet électronique non liant. Dans une hélice «, les
liaisons hydrogenes sont orientées quasi-parallelement a 1’hélice, ce qui lui confere une
bonne stabilité. Les chaines latérales des résidus sont quant a elles orientées vers 'exté-
rieur de la structure. On trouve 3,6 résidus par tour d’hélice et un incrément en hauteur
de 5,4 A par tour (Phillips et coll., 1994).

Moins courantes, les hélices 3¢ et 7 different principalement des hélices o par le fait que
la liaison se fait entre l'oxygene du groupement carbonyle d’un résidu n et ’hydrogene
du groupement amine du résidu (n+3) et (n+5), respectivement. Une hélice 31y possede
3 résidus par tour, tandis qu'une hélice m en possede 4,4.
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FIGURE 1.5 — Hélice a

Les feuillets 3 sont formés par deux brins polypeptidiques liés par des liaisons hydrogenes
entre les résidus qui se font face. On trouve alternativement un résidu au-dessus et un
résidu en-dessous du plan du feuillet, ce qui lui donne une structure plissée. Les chaines

latérales sont orientées vers I'extérieur de la structure (figure |1.6]).

Feuillet plissé 5

9]
*
]

__________

Un acide aminé

FIGURE 1.6 — Feuillet B

Les feuillets 5 peuvent étre paralleles (méme orientation C-terminal- N-terminal des deux
brins) ou antiparalleles (orientation C-terminal- N-terminal inverse pour les deux brins).
Les feuillets antiparalleles sont généralement favorisés du fait de la quasi-perpendicularité
des liaisons hydrogenes aux deux chaines polypeptidiques. Dans le cas des feuillets paral-
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leles en revanche, les liaisons ne sont pas perpendiculaires aux axes des chaines et induisent
une contrainte (figure (Phillips et coll., 1994).

S ol
C=0... .-H—N Cl== - f}hﬂ L
T ol NS /C 0o 0. \ 0
H\CﬁC ﬁo'%* F)Cﬁc H\CﬂC HCﬂC BC
o=C, H---.0==C, 0= o=
\N---H 0====Q/Nh ™ Q}’}N--H C%} %;N—‘H
BC /\ >ﬁc ﬁcc{r\q ﬂCC{I BC { BCCH
' — C'= Cl== 2
lH—quC===0 H o H___Nfc"o ‘H-—N‘f 0. 'H-—N/ o] H‘-N/Q'ﬁ-o.
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FIGURE 1.7 — Feuillets B antiparalléles (haut) et paralléles (bas). D’aprés (Pauling et
Corey, 1951)

La proportion d’hélices « et de feuillets 8 permet de classer les protéines en plusieurs
catégories : les protéines o sont quasi-exclusivement composées d’hélices « ; les protéines
[ sont quasi-exclusivement composées de feuillets (3 ; les protéines o 4+ (5 sont composées
des deux types de structures, mais qui sont réparties en deux groupes séparés spatialement
(ex. lysozyme) ; enfin, les protéines a//5 montrent une alternance d’hélices «v et de feuillets
5 le long de la chaine polypeptidique.

Les turns sont des structures non-répétitives, a la différence des hélices et des feuillets f3,
qui se localisent généralement a la surface de la protéine et servent a lier entre eux des
éléments de structure secondaire localisés plus profondément. De fait, ils se composent
souvent de résidus polaires. Ils peuvent ou non étre stabilisés par des liaisons hydrogene.
Les random coils sont des sections de la chaine polypeptidique qui ne possedent pas de
structure définie. Cependant, les angles ¥ et ® de la chaine étant limités du fait des
répulsions stériques et électrostatiques entre atomes, ces sections ne sont pas totalement

désordonnées.

1.1.3 Structure tertiaire

La structure tertiaire d’une protéine représente l'agencement tridimensionnel de tous ses
résidus a I’état natif. Elle lui confere sa forme, ce qui résulte en la classification des pro-
téines en trois catégories : globulaires, fibreuses et désordonnées. Les protéines globulaires
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présentent une structure compacte, sphéroidale, et ont généralement des fonctions de liai-
son a des ligands (ex. enzymes, messagers cellulaires, anticorps) ou de réserve d’acides
aminés. Les protéines fibreuses présentent une forme tres allongée, riche en feuillets 3, et
possedent généralement des fonctions structurales. Les protéines désordonnées sont ma-
joritairement composées de random coils, ce qui leur confere une grande variabilité de
configurations de méme énergie et donc une bonne flexibilité.

La structure tertiaire dépend fortement de 1’établissement de liaisons entre les atomes des
résidus. Celles-ci peuvent étre des liaisons faibles (liaisons hydrogene, interactions électro-
statiques, forces de Van der Waals, interactions hydrophobes) ou des liaisons covalentes
(ponts disulfure).

Les interactions électrostatiques ont lieu entre les groupements chargés de deux résidus.
Elles suivent la loi de Coulomb et sont par conséquent fonction de la distance entre les
groupements chargés et de la nature de leur charge. Ainsi, les interactions seront attrac-
tives si les deux groupements portent des charges de signes opposés et répulsives s’ils
portent des charges de méme signe. Dans ces deux cas, I'interaction décroitra en fonction
de la distance séparant les groupements.

Les forces de Van der Waals sont des forces a courte portée, attractives ou répulsives,
générées entre deux dipoles permanents ou induits. Elles sont composées de trois forces
distinctes : les forces de Keesom (dip6le permanent-dip6le permanent), les forces de De-
bye (dipdle permanent-dipole induit) et les forces de London (dip6le induit-dip6le induit).
Elles varient toutes en fonction de 1/-6, r étant la distance entre les dipdles (Cabane et
Hénon, 2007 ; Atkins et De Paula, 2008).

Les interactions hydrophobes sont présidées par la faible affinité des résidus apolaires pour
I’eau. Lorsqu’un résidu apolaire est exposé a la surface d’une protéine, les molécules d’eau
ne peuvent former de liaisons hydrogene comme elles le font avec les résidus polaires.
Elles adoptent donc une structure « en cage » thermodynamiquement défavorable (voir
section . Une conséquence de ce phénomene est I’enfouissement préférentiel des rési-
dus apolaires et 'exposition des résidus polaires. Malgré tout, il peut arriver que certains
résidus apolaires se trouvent en surface de la protéine. Ils interviennent alors dans les
interactions hydrophobes entre protéines.

Les ponts disulfure sont des liaisons chimiques s’établissant entre les atomes de soufre
des groupements thiol (-SH) de deux résidus cystéine, apres perte de deux atomes d’hy-
drogene. Ces liaisons sont créées en conditions oxydantes, généralement en milieu intra-
cellulaire, lors de la syntheése de la protéine (comme d’autres modifications dites « post-
traductionnelles » : phosphorylation, glycosylations...). Elles conférent une plus grande

stabilité a la protéine.
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1.1.4 Structure quaternaire

La structure quaternaire n’existe que chez certaines protéines. Elle est formée par I'assem-
blage de plusieurs sous-unités protéiques, qui peuvent étre identiques (ex. collagene : trois
sous-unités o) ou différentes (ex. hémoglobine : deux sous-unités o, deux sous-unités f3).
Ces sous-unités peuvent se mouvoir les unes par rapport aux autres, par changement des
conditions physico-chimiques du milieu ou de par leur activité biologique (ex. acceptation
d’oxygene).

1.1.5 Autres éléments structuraux des protéines

L’eau associée a la protéine se retrouve dans plusieurs zones. Une petite partie est locali-
sée dans la protéine, a proximité de résidus polaires, avec lesquels elle établit des liaisons
hydrogene (Dickinson et McClements, 1996). C’est 'eau structurale. Elle participe a la
stabilisation de la structure de la protéine et ne participe pas aux réactions chimiques.
Mais la majorité de ’eau associée a la protéine se trouve en surface de la protéine. Cette
eau possede une structure différente de celle de la solution environnante (bulk), bien que
les molécules d’eau soient en échange permanent entre ces deux compartiments. La pre-
miere couche d’hydratation est en réalité une monocouche de molécules d’eau associées
aux résidus polaires de la surface protéique par des liaisons hydrogene. Elle est com-
plétée par l'eau d’hydratation hydrophobe, qui est organisée en clathrates autour des
résidus apolaires. Toutes deux participent a la stabilisation de la structure de la protéine
et peuvent participer aux réactions chimiques. S’y superposent plusieurs autres couches
d’hydratation, dont la structure évolue en s’éloignant de la surface de la protéine, et dont
les propriétés thermodynamiques sont intermédiaires entre celles de la premiere couche
d’hydratation et le bulk. Enfin, ’eau d’hydratation hydrodynamique comprend les molé-
cules d’eau qui sont transportées avec la protéine en cas de mouvement de celle-ci, mais
qui n’y sont pas liées. Elle possede les propriétés du bulk (Phillips et coll., 1994).

Les résidus chargés présents en surface d’une protéine génerent des interactions électrosta-
tiques avec les ions de la solution. En particulier, il existe une attraction entre un résidu
chargé et un ion de charge opposée (contre-ion). Certains contre-ions sont fortement liés
a la surface de la protéine et forment la couche de Stern. Ils possedent par conséquent une
tres faible mobilité. Autour de cette premiere couche se trouvent d’autres ions (contre-
ions et co-ions), mobiles, constituant I’atmosphere ionique externe, ou couche diffuse. La
réunion de ces deux couches forme la double couche électrique (figure

Les charges portées par la protéine génerent un potentiel électrique. L’accumulation des
ions a proximité de la protéine, dans la double couche électrique, fait diminuer ce potentiel
exponentiellement : c¢’est I’écrantage des charges. Au final, 'exces de charge généré par
les ions de la double couche compense la charge de la protéine.
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FIGURE 1.8 — Double couche électrique

Les répulsions électrostatiques entre protéines proviennent des répulsions entre leurs doubles
couches électriques respectives. L’épaisseur de la double couche électrique correspond a la

1.
kpTege
-1 B 0cr
=2 1.1
TV oIN, e (1.1)

avec kp la constante de Boltzmann, T la température, ¢y et ¢, les permittivités du vide

longueur de Debye, x~

et la permittivité relative du solvant, N le nombre d’Avogadro, e la charge élémentaire
et I la force ionique définie par :

1

avec ¢; et z; la concentration molaire et le nombre de charges des composés ioniques de la

solution, respectivement.

En d’autres termes, a une distance supérieure a la longueur de Debye de la surface de
la protéine, les charges de la protéine sont écrantées. Plus il y a d’ions présents dans
la solution (i.e. plus la force ionique est grande), plus le potentiel décroit rapidement, et
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donc plus la double couche électrique est fine et la distance de répulsion entre les protéines

diminue.

1.2 Protéines étudiées

1.2.1 Lysozyme

Le lysozyme est une protéine du blanc d’ceuf (3,5% des protéines totales) qui possede des
propriétés antibactériennes bien connues, de par sa propriété a lyser la paroi de pepti-
doglycane des bactéries a coloration de Gram positive, provoquant leur éclatement. En
particulier, son action bactéricide est couramment utilisée en agro-alimentaire dans le
cadre de la maitrise des populations bactériennes, que ce soit dans un but d’amélioration
de la conservation des aliments ou d’auxiliaire technologique en fermentation (Nau et coll.,
2010).

D’un poids moléculaire de 14305 Da, il est composé de 129 acides aminés assemblés en
une seule chaine repliée sur elleeméme et contient huit cystéines formant quatre ponts
disulfures, le rendant trés compact et stable. De dimensions 45 x 30 x 30 A3, son rayon
de giration est estimé & 14,92 A par le logiciel CRYSOL (Svergun et coll., 1995), & partir
du fichier pdb 2VB1 (Wang et coll., 2007). La structure tridimensionnelle du lysozyme
est présentée sur la figure Son point isoélectrique est de 10,7 et son volume spécifique
partiel est de 0,712 mL g (Gekko et Noguchi, 1979 ; Sirotkin et coll., 2012).

FI1GURE 1.9 — Structure tridimensionnelle du lysozyme, visualisée a l’aide du logiciel VM D
(Humphrey et coll., 1996). Les feuillets 3 sont représentés par des fléches bleues, les hélices
par des boucles oranges.
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On distingue deux domaines particuliers : un domaine tres hydrophobe et compact, localisé
entre deux hélices alpha (résidus 1-40) et un domaine plus hydrophile, constituant une
partie du site actif de I'enzyme (résidus 40-85). La deuxieme partie du site est constituée
par le reste de la chaine, et relie les deux domaines précédemment décrits. Le site actif,
constitué de six sites (A a F) de fixation du peptidoglycane se trouve accessible au substrat
par mouvement des deux domaines I’'un par rapport a I'autre.

1.2.2 Ovalbumine

L’ovalbumine est également une protéine du blanc d’ceuf, dont elle représente pres de 54%
de ses protéines totales. Cette forte proportion laisse soupgonner un role nutritif, en par-
ticulier en tant que source d’acides aminés pour ’embryon, mais sa fonction exacte n’est
pas encore bien connue. Fortement hydrophobe, elle ne possede qu'un seul pont disulfure,
la rendant plus flexible que le lysozyme. Les quatre résidus cystéine non impliqués dans le
pont disulfure lui conférent quatre groupement sulfhydryls (SH) libres, dont I'un en par-
ticulier est tres sensible aux conditions environnementales ( pH, température, conditions
de conservation...) (Nau et coll., 2010).

FIGURE 1.10 — Structure tridimensionnelle de [’ovalbumine, visualisée a l'aide du logiciel
VMD (Humphrey et coll., 1996). Les feuillets 3 sont représentés par des fléches bleues,
les hélices par des boucles oranges.

Plus grande que le lysozyme, elle possede 385 acides aminés, pour un poids moléculaire
de 44000 Da. Ses dimensions sont de 70 x 45 x 50 A3, et son rayon de giration est estimé
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a 23,04 A par le logiciel CRYSOL (Svergun et coll., 1995), & partir du fichier pdb 10VA
(Stein et coll., 1991). Son point isoélectrique est de 4,5 et son volume spécifique partiel
est de 0,746 mL g! (Gekko et Noguchi, 1979). Sa structure tridimensionnelle est présentée
sur la figure [1.10}

1.3 Interactions

1.3.1 Répulsion de volume exclu

La distance d’approche de deux molécules est limitée par leurs volumes respectifs. Le
volume inaccessible a 'une des deux molécules du fait de la présence de 'autre est nommé
volume exclu (figure |1.11]). L’impossibilité de superposition de ces deux molécules génere

une répulsion d’ordre stérique.

FIGURE 1.11 — Volume exclu dans le cas de deux molécules sphériques

Considérons des le cas de molécules sphériques de rayon R et de volume V, le volume
inaccessible pour chaque paire est alors : Vj,qccessible = %77 (2 R)3 =38 (%WR?’) =8V.
Cependant, comme on est en présence de deux molécules, ce volume est réparti en deux :
au final, le volume exclu par molécule est de 4-V. C’est le volume qui entre en compte dans
le modele de Van der Waals, sous la forme du volume exclu par particule b, classiquement
pris comme égal a quatre fois le volume propre de la molécule (équation .

1.3.2 Interactions hydrophobes

Les interactions hydrophobes entre protéines ne sont pas des interactions a proprement
parler, en ce sens qu’elles ne résultent pas d’une force, mais plutét d'un effet entro-
pique. Elles jouent cependant un role non négligeable dans I’auto-assemblage des protéines.
Comme expliqué dans le cas de la structure tertiaire de la protéine (voir section ,
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les molécules d’eau ne peuvent établir de liaisons hydrogéne avec les résidus apolaires. A
leur proximité, elles adoptent donc une structure ordonnée « en cage », dénommeée cla-
thrate (Dickinson et McClements, 1996). Cette organisation a pour conséquence que les
molécules d’eau ne peuvent plus bouger librement dans la solution, ce qui génere une
diminution d’entropie du systeme (AS < 0) et conduit a une augmentation de 1’énergie
libre (AG = AH — TAS). Lorsque deux résidus apolaires de deux protéines viennent a
proximité I'un de I'autre, les molécules d’eau se réorganisent en une plus grande cage, qui
comprend les deux résidus. Moins de molécules d’eau sont impliquées dans cette nouvelle
cage, ce qui augmente ’entropie du systeme et est favorable d'un point de vue thermo-
dynamique (Atkins et De Paula, 2008).

Si elles sont favorisées, les interactions hydrophobes peuvent conduire a ’agrégation de
protéines et a leur précipitation. C’est notamment le cas pour les protéines dénaturées par
traitements thermiques ou chimiques, qui se déplient en exposant leurs résidus apolaires

initialement enfouis.

1.3.3 Interactions de déplétion

Les interactions de déplétion concernent les systemes mixtes de particules larges et de
petites particules, plus nombreuses. Autour de chacune des particules larges se trouve un

volume exclu aux petites particules.

Si deux grandes particules se rapprochent suffisamment pour que leurs volumes exclus aux
petites particules se superposent partiellement, alors le volume exclu total est réduit. Les
petites particules peuvent alors se déplacer dans un volume plus grand, ce qui augmente
I’entropie du systeme et est thermodynamiquement favorable. La floculation des grandes

particules génere de son c6té une diminution de ’entropie, mais elle est plus faible.

D’autre part, le volume de superposition des volumes exclus des grandes particules est
interdit aux petites particules. La région de superposition des volumes exclus des deux
grandes particules est donc composée de solvant pur. Il se créé une pression osmotique
entre le compartiment extérieur a la région de superposition, comprenant des petites
particules, et la région de superposition, composée de solvant pur. Cette pression contribue
a maintenir les deux particules ensemble (ﬁgure. Pour une raison évidente, cette force
dépend du volume de superposition.
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FIGURE 1.12 — Schéma des interactions de déplétion (extrait de (Marenduzzo et coll.,
2006))

1.3.4 Modeles classiques d’interactions de protéines

1.3.4.1 Spheéres dures adhésives

Le potentiel de spheres dures adhésives (adhesive hard spheres, ou AHS) a été défini par
Baxter (Baxter, 1968) comme extension du modele de Percus-Yevick pour les spheres

dures :
+o00 st0<r<ao
BU(r) = {In (=2} si0<r<a (1.3)
0 sta<r
avec 8 = k;g%’ a la distance ou le potentiel s’annule, r la distance inter-particules, o la

distance de répulsion et 7 un parametre sans dimension figurant la profondeur du puits
d’attraction. 7 dépend de la température et croit avec elle.

Le potentiel présente une forme a puits carré (figure [1.13)).
Il n’y a alors plus qu'un parametre ajustable, le parametre d’attraction 7.

Le potentiel de spheres dures adhésives a depuis été utilisé pour des modeles de solutions
de protéines (Rosenbaum et Zukoski, 1996 ; Piazza et coll., 1998 ; Farrer et Lips, 1999;
Moon et coll., 2000 ; Parker et coll., 2005), des colloides et des polymeres (Rosenbaum et
Zukoski, 1996 ; Poon, 1997) possédant une interaction attractive, dont les interactions de
déplétion. En particulier, son expression en termes de pression osmotique a été appliquée
a l'analyse de diagrammes (®, IT) de protéines telles que le caséinate de sodium (Farrer
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et Lips, 1999), le lysozyme (Piazza et coll., 1998 ; Moon et coll., 2000), la BSA (Moon et
coll., 2000) et la S-lactoglobuline (Parker et coll., 2005).

BU(r)

(=)
a

FIGURE 1.13 — Potentiel de sphéres dures adhésives, en fonction de la distance inter-
particules

1.3.4.2 Lennard-Jones et a- Lennard-Jones

Le potentiel de Lennard-Jones est un modele simple présentant une partie attractive a
courte portée (Van der Waals, en 1/¢) et une partie répulsive (répulsion de Pauli, due a
la superposition des orbitales, en 1/712). Il s’exprime classiquement sous la forme :

-1 () 0]

avec 1 la distance inter-particules, 7,; le parametre d’interaction de Lennard-Jones, figu-
rant la profondeur du puits d’attraction, et ola distance inter-particules ou le potentiel
d’interaction s’annule (figure [1.14]).

Du fait de sa simplicité et de la facilité de faire varier les parametres d’interaction, ce
modele a été utilisé dans des modélisations d’interactions de colloides et de protéines, que
ce soit sous sa forme classique (ten Wolde et Frenkel, 1997) ou sous une forme modifiée
en « 2a-a » (Vliegenthart et coll., 1999 ; Cardinaux et coll., 2011) :

U, ,(r) = 4er, [(j)m - (i)a] (1.5)

La forme en « 2a-a » permet de faire varier la portée de 'attraction, qui diminue lorsque
a augmente. En particulier, selon Vliegenthart (Vliegenthart et coll., 1999), =18 est
considéré comme une interaction tres courte portée, méme si d’autres auteurs ont utilisé
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des valeurs de « allant jusqu’a 90 pour des molécules de lysozyme (Cardinaux et coll.,
2011).

Vie

0 1 Tm 2

rlc

FIGURE 1.14 — Potentiel de Lennard-Jones, en fonction de la distance inter-particules

1.3.4.3 Yukawa

Le potentiel de Yukawa est une autre forme de potentiel majoritairement attractif, avec
une répulsion d’ordre stérique (spheres dures). I prend en compte I’écrantage de Debye

dans son expression (Valadez-Pérez et coll., 2013) :

0 str<o

Uy(r) = (1.6)

exp(=r(r—o))

- sir>o

—€0

avec € la profondeur du puits d’attraction au contact le plus proche, o le diametre du
« coeur dur » (distance de répulsion stérique) et x l'inverse de la longueur de Debye
(équation |1.1)).

Ce potentiel a été utilisé dans des simulations de solutions de protéines possédant des in-
teractions attractives a courte portée, comme le lysozyme (Gogelein et coll., 2008 ; Shukla
et coll., 2008a). En particulier, du fait de I'implication des forces attractives a courte por-
tée dans les phénomenes de séparation de phases liquide-liquide et liquide-solide dans les
solutions de protéines et de colloides, il a été utilisé dans les simulations de diagrammes
de phases (Pellicane et coll., 2004 ; Tavares et Prausnitz, 2004 ; Li et coll., 2008). La forme
du potentiel de Yukawa a également parfois été utilisée pour modéliser des répulsions, en
changeant son signe (Gogelein et coll., 2008 ; Shukla et coll., 2008a).
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1.3.4.4 Théorie DLVO

La théorie DLVO a été développée par Derjaguin et Landau en 1941, puis Verwey et
Overbeek en 1948. Elle propose une expression du potentiel d’interaction entre des parti-
cules colloidales chargées en solution, regroupant les concepts de répulsion électrostatique
écrantée développée par Debye et Hiickel, ainsi que 'attraction modélisée par le potentiel
de Van der Waals.

Dans le cas de particules sphériques de charge Z et de diametre o, séparées par une
distance centre-a-centre r et dispersées dans un milieu ou l'inverse de la longueur de
Debye est noté k, le potentiel de Debye-Hiickel s’exprime ainsi (Pellicane et coll., 2004 ;
Pellicane, 2012) :

UDH<T)

1 ( Ze )2 exp (=# (r — o)) (1.7)

drege, \1+ %7 r

Le potentiel de dispersion de Van der Waals, quant a lui, s’exprime sous la forme :

—Ay [o? o? r? —o?
Uvaw(r) = —3 [Tz t g t2hn ( (18)

avec Ay la constante de Hamaker.

Le potentiel DLVO est la somme de ces deux potentiels, pour des distances supérieures a
(0 4 6), avec § I'épaisseur de la couche de Stern :

Uprvo(r) = Upu(r) + Uvaw(r) (1.9)

1.3.5 Interactions entre particules et pression osmotique
1.3.5.1 Expansion du viriel de la pression osmotique et Bas

Dans le cas de solutions diluées, la pression osmotique peut s’exprimer en fonction de la

concentration massique des particules, selon une équation nommeée expansion du viriel :

II 1 > - 1

avec II la pression osmotique, ¢ la concentration massique du soluté, M, la masse molaire
de la molécule de soluté et les termes en A; les premier, second, troisiéme... coefficients

du viriel.
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Les coefficients du viriel refletent les différentes interactions entre particules de soluté.
En particulier, le second coefficient du viriel A, communément noté B, ou Bjs, reflete
les interactions de paire. Un Bj, positif correspondra a des interactions de paire majo-
ritairement répulsives, favorisant les interactions soluté-solvant plutot que soluté-soluté
(« bon solvant »). A l'inverse, un Bys négatif correspondra a des interactions de paire
majoritairement attractives entre solutés (« mauvais solvant »). Lorsque le Bgg est nul, les
interactions répuslives et attractives se compensent et I’on parle alors de « solvant idéal »,
ou « solvant theta » (George et Wilson, 1994).

La relation entre le second coefficient du viriel et le potentiel d’interaction global entre
particules w(r) peut s’écrire, pour des particules sphériques (Yousef et coll., 1998 ; Wu et
Prausnitz, 1999) :

By = 21 / [1 — exp ( k:;’?)] 2 dr (1.11)

George et Wilson (George et Wilson, 1994) réaliserent en 1994 des mesures de By par
diffusion statique de la lumiere (grace a 'expression de Kratochvil (Kratochvil, 1987))
reliant la variation d’indice de réfraction en fonction de la concentration a uneexpansion du
viriel tronquée) sur plusieurs solutions de protéines, dans des conditions favorables a leur
cristallisation. Ils ont montré que les valeurs de By correspondantes étaient situées dans
une gamme restreinte, légerement négative. D’autres solutions, menant a la précipitation

amorphe des protéines, ont montré des valeurs de Byy fortement négatives.

Suivant ces travaux, de nombreux auteurs ont utilisé le second coefficient du viriel comme
outil de prédiction du comportement des protéines, dont le lysozyme et ’ovalbumine
(Rosenbaum et Zukoski, 1996 ; Velev et coll., 1998 ; Curtis et coll., 2002 ; Tessier et coll.,
2002 ; Dumetz et coll. 2008a et 2008b ; Mehta et coll., 2012).

Les travaux de Velev et coll. sur le lysozyme (Velev et coll., 1998) ont montré une bonne
correspondance entre 1’état de la solution et les valeurs de Bge mesurées (figure , selon
les criteres de George et Wilson. En effet, des valeurs de Bgs positives correspondaient a
des solutions ou ni cristaux ni précipités n’étaient observés (faibles pH et force ionique),
tandis que des cristaux étaient observés pour des valeurs légerement négatives (pH faible,
force ionique forte), et des précipités amorphes lors de la chute brutale du By (pH haut,
force ionique modérée a faible). Les By, favorables a la cristallisation sont de plus dans la
gamme de ceux prédits par George et Wilson (-1 & -8:10* mol mL g?). Ses mesures de By,
sont cohérentes avec celles effectuées par d’autres auteurs (Rosenbaum et Zukoski, 1996 ;
Gripon et coll., 1997 ; Bonneté et coll., 1999 ; Piazza et Pierno, 2000 ; Curtis et coll., 2002 ;
Mehta et coll., 2012).
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FIGURE 1.15 — Valeurs de Bas mesurées par diffusion statique de la lumiére dans des
solutions de lysozyme a 4°C (extrait de (Velev et coll., 1998))

Dans le cas de 'ovalbumine, Dumetz et coll. (Dumetz et coll., 2008b) ont montré que le

second coefficient du viriel réduit (by = szs avec By g une approximation de la contri-
bution du volume exclu dans les interactions) dans des solutions de NaCl restait positif
pour un pH supérieur ou égal a 5, du moins jusqu’a 3,5 M. A pH 3 et 4, il devient négatif &
partir de 1 M de NaCl (figure [1.16|A). Curtis et coll. (Curtis et coll., 2002) ont également

montré qu’a pH 7, le MgBr; et le KSCN ont peu d’influence sur le Bss,.

Dumetz et coll. ont en revanche montré que dans des solutions de sulfate d’ammonium,
le by, devient négatif pour tous les pH testés, a partir d'une certaine concentration en sel

(figure |1.16|B).

Les courbes a pH 3 et 4 sont similaires, tout comme le sont les courbes a pH 6,7 et 8. Seule
la courbe a pH 5 est différente, ce que Dumetz interprete comme une transition révélée
par le b, au voisinage du point isoélectrique. Les courbes de by, a pH 3 et 4 deviennent
négatives aux concentrations en sel les plus faibles, suivies par la courbe a pH 5, puis
les courbes a pH 6, 7 et 8. De méme, les courbes de solubilité des agrégats a pH 3 et
4, superposées, sont situées a des concentrations en sel plus faibles que celles a pH 4,5
et 5, elles-mémes situées a des concentrations en sel plus faibles que celles a pH 6 et 7,
également superposées. Les cristaux ne sont observés que dans la fenétre de transition du
bs. Les travaux de Mehta (Mehta et coll., 2012) ont montré que le Bgs de 'ovalbumine dans
des solutions de sulfate d’ammonium devient négatif a des concentrations en sel de plus
en plus fortes lorsque le pH augmente. Cependant, les valeurs déterminées par Mehta,
Dumetz, Curtis, Demuroella, To et Lenhoff (Demuroelle et coll., 2002; To et Lenhoff,
2007) sont assez différentes les unes des autres.
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FIGURE 1.16 — by mesurés sur des solutions d’ovalbumine en présence de chlorure de
sodium (A) et de sulfate d’ammonium (B) a différents pH (d’aprés (Dumetz et coll.,
2008b))

1.3.5.2 Modeles classiques pour la pression osmotique

Modele de Van’t Hoff L’équation de Van’t Hoff donne la pression osmotique dans le

cas d'une solution diluée (Atkins et De Paula, 2008). Son expression est :

H=cRT =nkpT (1.12)

avec ¢ la concentration molaire de soluté, R la constante des gaz parfaits, T la tempéra-
ture, n la densité numérique de particules, V' le volume et kg la constante de Boltzmann.

Cette équation ne s’applique qu’a des systémes treés dilués (fraction molaire z du solvant
telle que In (1 — z) ~ —z) et ne prend pas en compte le volume propre du soluté, ni les

interactions entre molécules de soluté.

Modele de Van der Waals Le modele de Van der Waals pour les gaz réels dérive de
I’équation de Van’t Hoff. Une premiere différence est la prise en compte du volume des
molécules, & travers leur volume exclu b’ (voir section[1.3.1]) : le volume V de 'équation de
Van't Hoff est remplacé par (V' — nb). Les forces attractives entre particules sont également
prises en compte a travers un terme réduisant la pression du systeme : —a (%)2 En effet,
ces forces sont proportionnelles a la concentration (%) des particules et diminuent a la

fois les chocs sur les parois et la force mise en jeu, d’ou I'expression au carré (Atkins et
De Paula, 2008 ; Diu et coll., 1996).
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Au final, le modele de Van der Waals se présente sous cette forme :

(H—{—a‘i) (V—nb)=nkgT (1.13)
<H + %) (V=) =RT (1.14)

avec II la pression, a et a’ les parametres d’attraction, n le nombre de particules, kg la
constante de Boltzmann, b et b’ les composantes de volume exclu, V le volume, V,, le
volume molaire, R la constante des gaz parfaits et T' la température.

Modeéle de Carnahan-Starling Le modele de Carnahan-Starling concerne des spheres
dures, monodisperses, sans interaction autre que stérique (Carnahan et Starling, 1969).

Ce modele est dérivé de celui de Percus-Yevick pour des spheres rigides :

I 1+o+9?
nkgT  (1—®)

(1.15)

En analysant les valeurs des coefficients du viriel déterminés pour des spheres dures par
Ree et Hoover (Ree et Hoover, 1964), Carnahan et Starling ont pu les exprimer sous la
forme générale :

H o = 2 n
nkBTan%(n +3n) @ (1.16)

En identifiant cette forme comme la dérivée d’une suite géométrique, ils parviennent a
I’expression finale de la pression osmotique d’une dispersion de spheéres dures :

L e i
nkgT  (1-)°

(1.17)

Ce modele a été utilisé pour I'analyse de de diagrammes (®, IT) de protéines dans son
expression simple (Bouchoux et coll., 2009) ou comme composante d’une expression
synthétique des interactions (Wu et Prausnitz, 1999).
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1.4 Devenir des protéines lors de la concentration

Les transitions de phases des protéines concernent de nombreux domaines : la cristallo-
graphie, la médecine, la pharmacologie, I'industrie alimentaire... Cette problématique a
amené les scientifiques a établir des « cartes » des changements de phases de protéines
en fonction des conditions physico-chimiques du milieu et de leur concentration, appelés
diagrammes de phases. Ces diagrammes présentent plusieurs régions, dont les plus cou-
rantes sont délimitées par la courbe de solubilité, la binodale liquide-liquide et le solidus.

(figure [LT7).

Temperature [°C]

Concentration [mg/ml]

FiGURE 1.17 — Diagramme de phases d’une solution de lysozyme en tampon acétate

0.05M, a pH 4.5 et 4 % de NaCl (Vekilov, 2010)

Ces courbes délimitent respectivement les régions ot se trouvent des cristaux en équilibre
avec la solution, un systeéme constitué de deux phases liquides distinctes et un systeme
entierement cristallisé. Cependant, d’autres types de systemes peuvent exister et se super-
poser a ces régions « classiques ». On rapportera dans cette partie les différents systemes

observables chez les protéines du fait de traitements non-dénaturants.

1.4.1 Cristallisation

La capacité des protéines a cristalliser est 'une de leurs propriétés les plus connues et les
plus étudiées depuis les premieres observations faites par Hiinefeld en 1840 sur la présence
de cristaux, plus tard identifiés comme des cristaux d’hémoglobine, dans des échantillons
de sang. Tout d’abord utilisée comme outil de purification des protéines, la cristallisation
s’est au fil du temps orientée vers la détermination de la structure des protéines par
diffraction des rayons X (Giegé, 2013).
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On définit la solubilité d'une protéine comme la concentration au-dela de laquelle une
solution de cette protéine sera susceptible de produire des cristaux. Elle varie avec les
conditions physicochimiques du milieu, ce qui permet de tracer des courbes de solubilité
(Asherie, 2004). Si pour une méme protéine il existe plusieurs formes cristallines, alors on

trouvera plusieurs courbes de solubilités - une par forme cristalline - sur le diagramme de
phases (Vekilov, 2010).

Au-dela de la solubilité, le rapport entre la concentration de la solution et la solubilité
est appelée sursaturation. La région ou la solution est sursaturée est divisible en trois

zones : la zone métastable, la zone de cristallisation, ou labile, et la zone de précipitation

(figure [1.18)).

sypersaturéted

\ 3

precipitation

\
metastable 1 zone

zone ' labile %

protein concentration

solubility
curve

=~ o

undersaturated

precipitant concentration

FIGURE 1.18 — Schéma des différentes zones dans des conditions de sursaturation d’une
solution de protéine (Asherie, 2004)

L’existence de ces différentes zones est liée a l'existence d’une barriere d’énergie libre
pour la nucléation de cristaux, qui introduit un aspect cinétique dans la cristallisation. A
I'instar de la condensation d'un gaz (Atkins et De Paula, 2008), la génération d’un cristal
est initiée par la formation d’un petit assemblage de monomeres de protéine, le nucleus.
La formation d’un nucleus peut étre décomposée en deux constituantes : la formation
d’une interface entre liquide et solide, et le remplacement d’'un volume de liquide par
un méme volume de solide, plus stable (Garcia-Ruiz, 2003). La premieére composante
correspond a une variation d’énergie libre, AGg, positive, donc thermodynamiquement
défavorable, alors que 'autre correspond a une variation d’énergie libre, AGy,, négative

(voir 'équation |1.18]).

AG =AGg — AGy = Ay —n (o — pg) = Ay —n [kgT In(S)] (1.18)

avec A la surface du cluster, v sa tension de surface, n le nombre de molécules dans le
cluster, |1, et pg les potentiels chimiques respectives de la protéine dans le liquide et dans
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le solide, kg la constante de Boltzmann, T' la température et S la sursaturation.

Les deux composantes, AGg et AGy, dépendent du rayon du cluster, via A et n (connais-
sant le volume v d’une protéine). La variation de la somme de ces deux composantes en
fonction du rayon du nucléus forme une barriere d’énergie libre (figure (1.19)).

7
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2 7’
; -~
& i AG*| NudaRieg barrier
2 =
5 TS r = critical size
51 ~
= Volume «
contributions,
\
\
\

size (1) of the cluster

F1GURE 1.19 — Variation de ’énergie libre de nucléation en fonction du rayon du cluster
(Garcia-Ruiz, 2003)

La taille critique r* de cluster correspond au maximum de AG, soit % =0 pour r =r".
Si un cluster possede une taille inférieure a la taille critique 7% il a une probabilité
plus grande de se re-dissoudre que de croitre et de former un cristal. Au contraire, un
nucleus de taille supérieure a r* sera susceptible de croitre spontanément. De plus, plus
la sursaturation est grande, plus la barriere d’énergie libre (AG*) sera petite et r* faible.

Le nombre de nuclei de taille supérieure a la taille critique varie en fonction du temps et
peut étre exprimé par la fréquence de nucléation J :

(1.19)

J = Ko exp <_AG )

kpT

avec kg un terme dépendant de la cinétique d’attachement des monomeres au cluster.

Ce qui nous ramene aux trois zones précédemment définies pour la région de coexistence
entre liquide et cristaux, dans le diagramme de phases. Dans la zone métastable, la sursa-
turation n’est pas suffisamment grande pour que la nucléation se fasse dans des gammes
de temps observables. Dans la zone labile en revanche, les nuclei se forment spontanément
dans le temps de l'expérience. Si la sursaturation est encore plus importante, alors il y
aura compétition entre la formation de cristaux et la formation d’agrégats désordonnés.
Ces derniers étant les plus rapides a se former, cette gamme de sursaturation sera tres
défavorable a la croissance des cristaux, d’ott son nom de zone de précipitation.
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Le solidus représente la limite hypothétique au-dela de laquelle la solution est entierement
cristallisée. La concentration en protéine dans le systeme est alors celle de la protéine dans
un cristal. Cette concentration dépend du groupe d’espace et des parametres de maille de
la forme cristalline dans laquelle se trouve la protéine, ainsi que de la masse moléculaire

de la protéine.

Afin de calculer la fraction volumique de protéine dans un cristal, Drenth (Drenth, 2007)
définit : V. le volume de la maille, Z le nombre de protéines par maille et M,, la masse
molaire de la protéine. Soit Vy; = Viey/(Z - M,,) le volume par mole de protéine dans la

maille, alors la fraction volumique en protéine dans le cristal est :

Volume de protéine dans la maille v
Veeil Vi Na

Dot = (1.20)
avec v le volume spécifique partiel de la protéine (en Lg?). Le tracé précis du solidus
par cette méthode implique donc de connaitre parfaitement les parametres de maille de la
forme cristalline présente a toutes les températures étudiées, ce qui n’a jamais été fait pour
une protéine actuellement. La détermination expérimentale de la densité des cristaux est
également possible (Low et Richards, 1952 ; Colman et Matthews, 1971 ; Westbrook, 1976 ;
Leung et coll., 1999) mais la encore, la variation de la densité des cristaux de protéines en
fonction de la température est peu étudiée. Le solidus est donc par défaut tracé comme

une ligne verticale au voisinage de 800g L™ sur les diagrammes de phases de protéines
(Vekilov, 2010).

1.4.2 Séparation de phases liquide-liquide

Certaines conditions du diagramme de phases correspondent a une solution de protéine
composée de deux phases liquides : une phase diluée, de faible concentration, et une
phase dense, de concentration plus élevée. Une telle séparation est généralement liée a des
forces fortement attractives, donnant lieu a une forme d’association locale, qui permet de
minimiser ’énergie (Zaccarelli, 2007). La phase dense peut étre présente sous la forme
de gouttelettes dans la phase diluée, ou les deux phases peuvent étre totalement séparées
(figure . Ce phénomene porte le nom de séparation de phases liquide-liquide.
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FIGURE 1.20 — Séparations de phases liquide-liquide dans une solution de yE-cristalline
bovine (A) et une solution de thaumatine de concentration initiale 229 g/L (B) (d’aprés
Asherie, 2004)

La région du diagramme de phases ol se produit la séparation de phases liquide-liquide
est délimitée par la binodale liquide-liquide. Sous cette premiere courbe, on trouve la
spinodale liquide-liquide, qui rejoint la binodale au niveau du point critique. La région
entre la binodale et la spinodale est nommée région métastable (figure .

Température

Point critique

Spinodale Binodale

Région métastable

Concentration

FIGURE 1.21 — Schéma de la zone de séparation liquide-liquide sur un diagramme de
phases (¢, T)

Comme dans le cas de la cristallisation, cette zone est caractérisée par I'existence d’'une
barriere d’énergie libre limitant la nucléation de gouttelettes de phase dense. Si I'abais-
sement de température est plus fort, alors on se retrouve dans une zone instable ou la
séparation de phases se fait spontanément, selon un phénomeéne appelé décomposition
spinodale. La séparation ne nécessite alors pas de points de nucléation. Si la température
est gardée constante apres son abaissement, les deux phases se sépareront progressivement
par diffusion (figure , jusqu’a la création de deux régions distinctes, délimitées par

un ménisque (figure B).
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FIGURE 1.22 — Evolution d’une décomposition spinodale (d’aprés (Yan et Xie, 2006))

La séparation de phases liquide-liquide des protéines a particulierement été étudiée chez
la y-cristalline (Thomson et coll., 1987 ; Broide et coll., 1991) et le lysozyme (Ishimoto
et Tanaka, 1977 ; Taratuta et coll., 1990 ; Broide et coll., 1996 ; Tanaka et coll., 1997 ;
Muschol et Rosenberger, 1997 ; Park et Bae, 2004 ; Shah et coll., 2004). Ces deux protéines
possedent des interactions attractives de courte portée, qui peuvent étre favorisées par
diminution de la température ou des répulsions électrostatiques (par addition de sel). Les
deux techniques classiques pour la détermination de la ligne de coexistence liquide-liquide
sont la diffusion de la lumiere, permettant de mesurer la température d’apparition (7ouq)
et de disparition ( T.,,) des gouttelettes de phase dense lorsque 1’on refroidit, puis que I'on
chauffe I’échantillon, et la mesure de concentration dans les deux phases apres séparation
totale a une température donnée.

Tanaka et coll. (Tanaka et coll., 1997) rapportent 'apparition d’agrégats ou de cristaux au
niveau des gouttelettes de phase dense dans des solutions de lysozyme, montrant qu’elles
sont dans un état métastable. Muschol et Rosenberger (Muschol et Rosenberger, 1997)
montrent également que la cristallisation du lysozyme est favorisée aprés un passage dans
la région de séparation liquide-liquide, puis retour au-dessus de la binodale.

Tout comme la courbe de solubilité, la ligne de coexistence liquide-liquide est sensible a
la nature du sel (Broide et coll., 1996 ; Park et Bae, 2004).

1.4.3 Verres

Les verres sont des systemes solides métastables dans lesquels la mobilité des particules est
si lente que les mouvements ne sont plus détectables sur les temps de I'observation. Une
transition vitreuse est généralement réalisée en refroidissant une solution de protéines ou
de colloides sous sa température de cristallisation, tout en évitant la formation de cristaux.

Il a été montré qu’en augmentant la fraction volumique de dispersions colloidales, une
augmentation de la viscosité et une diminution de la mobilité se produisaient, conduisant
au final & un état similaire & un verre obtenu par refroidissement (Trappe et coll., 2001).
Les verres colloidaux se répartissent en deux catégories, selon les interactions présentes : les
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verres répulsifs et les verres attractifs. Les verres répulsifs se rencontrent par exemple dans
le cas de sphéres dures, ol les seules interactions sont les répulsions de volume exclu. A une
fraction volumique élevée (& = 0, 58 pour des spheres dures), chaque particule se retrouve
« bloquée » par ses voisines, du fait de leur proximité et de leurs répulsions. L’amplitude

et le fréquence des mouvements des particules diminue alors fortement, générant un verre.

En revanche, si les interactions entre particules possedent une composante attractive si-
gnificative, alors, a fraction volumique élevée, de nombreux liens s’établiront entre les
particules et limiteront les mouvements. On sera alors en présence d’un verre attractif,
généralement plus rigide qu’un verre répulsif. Dans le cas de particules chargées avec une
composante additionnelle attractive, on aura un verre dit de Wigner (Sciortino et Tarta-
glia, 2005). Du fait des répulsions électrostatiques a longue portée, ce verre possede une
densité assez faible (Bosse et Wilke, 1998). Les verres de Wigner peuvent étre formés par
I’assemblage de clusters formés par ’équilibre entre attraction a courte portée et répulsion
a longue portée (voir section (Sciortino et coll., 2004 ; Zaccarelli, 2007) .

Pour des particules possédant des interactions attractives a courte portée et répulsives de
type spheres dures, on peut observer dans certains cas une « vitrification ré-entrante »
en abaissant la température. A haute température, les attractions sont négligeables et
les répulsions prédominent, ce qui amene a un verre de type répulsif, ou les particules
sont emprisonnées par leurs voisines. Quand la température est abaissée, des liaisons se
forment entre les particules et conduisent a une hétérogénéité du systeme. Des « canaux »
se forment entre les paquets de molécules, qui peuvent alors y diffuser sans étre bloquées
par les répulsions stériques. Le verre fond alors et redevient liquide. Enfin, lorsque la
température est encore abaissée, les liaisons attractives deviennent suffisamment fortes
et avec un temps de vie suffisamment long pour bloquer les mouvements de toutes les
particules, ce qui produit un nouvel arrét structural sous la forme d’un verre attractif
(Pham et coll., 2002).

Des transitions vitreuses dues a la concentration ont été observées pour des solutions de
protéines, comme la BSA (Brownsey et coll., 2003) et la S-lactoglobuline (Parker et coll.,
2005).

1.4.4 Gels

Tout comme les verres, les gels sont caractérisés par un état arrété et ne possedent pas
d’ordre particulier. Ils possedent des caractéristiques propres aux liquides (faible densité,
systéme non ordonné) et aux solides (ne coulent pas, possédent une limite d’élasticité).
(Zaccarelli, 2007). Les théories, dont celles de Flory (Flory, 1941) et de Stockmayer di-
vergent sur le fait que la gélification soit ou non une transition thermodynamique. Cepen-
dant, les considérations discutables et les erreurs dans les approximations de Stockmayer
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et d’Erukhimovich semblent indiquer que la théorie de Flory, selon laquelle la gélification
n’est pas une transition thermodynamique, ni le gel une phase, est valable (Rubinstein et
Dobrynin, 1999). Cependant, et méme si les mécanismes et la nature de la gélification des
colloides est toujours débattue, les verres et les gels sont de plus en plus souvent considérés

comme étant liés.

Les gels colloidaux peuvent étre formés de deux facons : les gels colloidaux dits « chi-
miques » sont formés par réaction chimique et impliquent des liaisons irréversibles, tandis
que les gels colloidaux dits « physiques » sont formés par des liaisons attractives réver-
sibles (déplétion, hydrogene, hydrophobe...) et sont générés du fait de la concentration
(Rubinstein et Dobrynin, 1999 ; Zaccarelli, 2007).

La gélification peut se faire par un chemin dit « hors-équilibre ». Chez les colloides et les
protéines attractives, il existe une ligne d’arrét dynamique située sous la spinodale liquide-
liquide (Foffi et coll., 2005). En particulier, Cardinaux et coll. (Cardinaux et coll., 2007b)
ont montré que si une solution de lysozyme (pH 7,8 et 0,5M de NaCl) était refroidie
fortement sous la spinodale liquide-liquide, la phase dense vitrifiait, tandis que la phase
diluée restait liquide (figure , menant a une structure gélifiée de densité plus faible

qu’un verre.
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I : Séparation de phases liquide-liquide totale
II : Gel formé d'une phase diluée liquide et d'une phase dense vitrifiée
III : Verre

FIGURE 1.23 — Diagramme de phases du lysozyme a pH 7,8 (tampon Hepes 20mM) et 0,5
M de NaCl (d’aprés (Cardinauz et coll., 2007b))

S’il n’y a pas de séparation de phases, il peut y avoir gélification par un chemin dit « d’équi-
libre ». Dans ce cas, le systéeme forme peu a peu un réseau stable, d'une maniere continue.
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Comme la transition se fait graduellement, la limite de gélification est généralement prise
de fagon arbitraire, par un minimum de viscosité (classiquement 10'® poise=10'? Pas)
ou par un temps de vie minimal des liaisons (classiquement 10?s). En particulier, un
mode de formation des gels fait intervenir la formation et la croissance d’agrégats (ou
clusters) fractals, qui finissent par créér un réseau branché continu. Deux modes limites
de formation de ces agrégats sont couramment cités : la diffusion-limited cluster aggrega-
tion (DLCA) et la reaction-limited cluster aggregation (RLCA). La DLCA concerne des
colloides dont les interactions sont purement attractives et dont 1’agrégation n’est limitée
que par la vitesse de diffusion des particules. Elle est a l'origine de réseaux tres aérés,
avec une faible dimension fractale. Au contraire, la RLCA concerne des colloides dont les
interactions a courte portée sont attractives, mais qui posseédent une composante répulsive
jouant le role de barriere a ’association spontanée des particules. Les particules subissent
donc de multiples tentatives avant de pouvoir de fixer a I’agrégat en croissance, donnant
lieu & des structures plus compactes, a dimension fractale élevée (voir figure (Lu et
Weitz, 2013).

Diffusion-limited Reaction-limited
cluster aggregation cluster aggregation

Gold

Silica

FIGURE 1.24 — Images, en microscopie électronique a transmission, de clusters typiques
formés de particules d’or (haut) et de silice (bas), issus d’agrégation DLCA (gauche) ou
RLCA (droite). Extrait de (Lu et Weitz, 2013).
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1.4.5 Clusters dynamiques

La formation de clusters de taille finie par des particules dotées d’interactions attractives
a courte portée (ex. déplétion) et répulsives a longue portée (ex. électrostatiques) a été
étudiée pour les colloides (Groenewold et Kegel, 2001 ; Sciortino et coll., 2004 ; Stradner
et coll., 2004). L’attraction favorise I’assemblage et produit une diminution de 1’énergie
de surface, qui est en retour contrebalancée par ’accumulation des charges dans le cluster
et 'augmentation de son énergie électrostatique. Ainsi, les clusters ne peuvent croitre

indéfiniment.

L’existence de clusters dans les solutions de protéines a été longtemps débattue et le sujet
n’est toujours pas clos. Des études menées par diffusion de neutrons et de rayons X aux
petits angles sur des solutions concentrées de lysozyme (jusqu’a 273 g L'!) par Stradner et
coll. (Stradner et coll., 2004 et 2006) ont mis en évidence la présence de clusters d’équilibre
similaires a ceux rencontrés chez les colloides. Ces clusters sont formés par les attractions
entre protéines et les répulsions électrostatiques causées par la charge nette de +8e du
lysozyme a pH 7,8 et le faible écrantage (tampon HEPES 20mM). L’équilibre de ces
deux types d’interactions sont essentiels, comme le montrent 1’absence de clusters dans
les solutions de y-cristalline possédant des interactions attractives mais une faible charge
(Stradner et coll., 2005). La densité des clusters de lysozyme est constante et proche de
60 %. En revanche, le nombre d’agrégation augmente avec la fraction volumique totale
en protéine dans la solution. Diminuer la température ou augmenter la concentration en
sel favorise I'attraction et augmente le nombre d’agrégation, avec un effet réversible de
la température, ce qui pointe dans la direction de clusters d’équilibre. Cependant, s’il y
a trop de sel, la longueur de Debye devient inférieure a la taille du cluster et 1’énergie
électrostatique ne peut plus contrebalancer 1’énergie attractive : il y a alors agrégation
irréversible et précipitation. Les travaux de Baglioni sur le cytochrome C (Baglioni et coll.,
2004) ont eux aussi montré la présence de clusters, en présence de sel et a faible charge
négative. Les caractéristiques de ces clusters étaient affectées par la nature de I'anion du
sel employé (sulfate et chlorure donnant des clusters plus compact).

Les travaux de Stradner et coll. ont provoqué un large débat quant a la validité de leurs
observations. En particulier, Liu et coll. (Liu et coll., 2005) ont réalisé des expériences
de diffusion de neutrons sur des solutions de lysozyme et en ont conclu qu’une troisieme
force, une attraction a longue portée universelle chez les protéines, devait étre ajoutée
au modele des clusters de lysozyme. Stradner et coll. (Stradner et coll., 2006) firent une
réponse montrant que ces conclusions étaient basées sur un artéfact de manipulation, di
a la mauvaise solubilité du lysozyme dans le D,O, employé par Liu et coll, et la formation
d’agrégats dus au vieillissement de la solution. Liu et coll. (Liu et coll., 2006 ) répondirent

en retour, nouveaux résultats a ’appui, que leurs observations n’étaient pas dues a un
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phénomene de vieillissement, mais suggérerent que les différences entre leurs résultats et
ceux de Stradner et coll. provenaient des conditions utilisées : dans le cas de Stradner et
coll. (pD 7,8), le tampon Hepes était susceptible d’écranter les charges du lysozyme, mais
pas dans le cas de Liu et coll. (pD 5).

D’autre part, les travaux de Shukla et coll. (Shukla et coll., 2008a et 2008b), réalisés dans
les mémes conditions que Stradner et coll., ont montré la présence d’agrégats dans ces
conditions et I'inadéquation d’un modele de clusters a leurs résultats. Leur conclusion a été
que les spectres obtenus montraient des solutions de monomeres de lysozyme interagissant
avec une attraction courte portée et une répulsion longue portée.

Porcar et coll. (Porcar et coll., 2009) se sont intéressés a la dynamique de ces clusters et
ont conclu qu’ils n’étaient pas des clusters permanents mais des clusters transitoires, ou
clusters dynamiques, a durée de vie courte et caractérisés par la mobilité de ses unités
de base. De plus, Porcar et coll. concluent que la proportion de clusters augmente avec
la concentration, et que les propriétés de la solution sont déterminées par les clusters sur

des temps courts, mais par les monomeres sur des temps longs.

Des simulations (Cardinaux et coll., 2007a et 2011 ; Kowalczyk et coll. 2011) ont de leur
cOté soutenu I’hypothese des clusters dynamiques.

1.5 Les protéines a ’interface air/eau, une phase concen-

trée en 2D

Les propriétés amphiphiles des protéines leur conferent la capacité a s’adsorber au niveau
d’interfaces séparant un compartiment hydrophobe et un compartiment hydrophile, telles
que les interfaces air/eau, eau/huile et eau/solide (Mezzenga et Fischer, 2013). A l'instar
des surfactants, les protéines sont capables, par adsorption a ces interfaces, de former
et de stabiliser des mousses et des émulsions. L’adsorption des protéines a une interface

plane air/eau a en outre été largement étudiée comme modele des mousses.

1.5.1 Formation de ’interface

Il a été montré que la formation d’un film de protéines a l'interface air-eau s’effectuait en
quatre grandes étapes (Wierenga, 2005b ; Dickinson, 2011) (figure :

— transport par diffusion ;

— adsorption a l'interface;

— dépliement de la protéine;

— saturation de la couche interfaciale et formation d’un réseau.
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Comme toutes les molécules en solution, les protéines sont soumises a un mouvement
Brownien. L’amplitude de ces mouvements est représenté par le coefficient de diffusion de
Stokes-Einstein :

kT

= — 1.21
6mn Ry ( )

avec D le coefficient de diffusion (en m?s™), kp la constante de Boltzmann, T la tempé-
rature (en K), n la viscosité du solvant (en Pas) et Ry le rayon hydrodynamique de la
particule (en m).

Air

Water /Q?QT%)

FIGURE 1.25 — Schéma présentant les quatre grandes étapes de la formation d’une couche
interfaciale de protéines : transport par diffusion (1), adsorption (2), dépliement (3),
saturation de la couche interfaciale et formation d’un réseau (4). Extrait de (Wierenga,
2005b)

Ward et Tordai (Ward et Tordai, 1946) ont proposé que les protéines s’adsorbaient princi-
palement par diffusion. La quantité de protéines adsorbées a I'interface au cours du temps
était directement liée au coefficient de diffusion :

1
ar D\?2
—=C <—) 1.22
dt Tt ( )
avec I la pression de surface a I'instant ¢ (en mgm™), C la concentration de la protéine en

solution (en mgm™), D le coefficient de diffusion (en m?s?), kp la constante de Boltzmann
et T la température (en K).

Cependant, plusieurs travaux (Benjamins et coll., 1975; Blank et coll., 1975; Graham
et Phillips,1979; de Feijter et Benjamins, 1987) ont les limites de ce modele, et en par-
ticulier que la vitesse d’adsoprtion n’était égale a la vitesse de diffusion qu’aux stades
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initiaux de I'adsorption. En effet, au-dela d’une pression de surface de 0,1 mN/m, le rap-

vitesse d' adsorption
vitesse de dif fusion

port devient de plus en plus faible au fur et a mesure que l'interface se
recouvre de protéines (de Feijter et Benjamins, 1987). L’hypothese d’une barriére énergé-
tique freinant ’adsorption des protéines a l'interface fut traduit par MacRitchie et coll.

(MacRitchie et Alexander, 1963) en une correction a la vitesse de diffusion :

(1.23)

avec K la constante d’adsorption, IT la pression de surface (en N m™, voir la section
et AA la surface nécessaire a une protéine pour accéder a l'interface (en m?). Cependant,
Ter-Minassian-Saraga (Ter-Minassian-Saraga, 1981) a montré que le AA nécessaire pour
ajuster le modele de MacRitchie était inférieur a la dimension de plusieurs protéines
(Ter-Minassian-Saraga, 1981). D’autres auteurs ont en effet par la suite montré que cette
barriere énergétique dépendait d’interactions directes entre la protéine et I'interface, com-
posées a la fois de phénomenes hydrophobes et électrostatiques (Xu et Damodaran, 1992 ;
Sengupta et coll., 1999).

Des études rapportent que les protéines, dont le lysozyme, subissent une réorganisation
conformationnelle une fois adsorbées a l'interface (Yano et coll., 2009 ; Dickinson, 2011
Yano, 2012). Cependant, les avis différent sur le caractére systématique d’un tel phé-
nomene et son amplitude. La cinétique d’adsorption serait une des explications a ces
différences (Wierenga et coll., 2006).

Enfin, les protéines établissent des liens entre elles via la formation de feuillets béta
intermoléculaires, ce qui confere a la couche interfaciale des propriétés rhéologiques propres
a chaque type de protéine et qui sont susceptibles d’évoluer dans le temps (Dickinson,
2011).

1.5.2 Propriétés de l’interface

L’énergie libre dans un liquide a I’équilibre est minimale, du fait de 'arrangement optimal
des molécules. Si ce liquide est en contact avec un autre corps avec lequel il est immiscible,
alors une interface se créera, ou les molécules de liquide seront dans un environnement

différent. L’énergie libre du liquide augmentera alors.

On définit la tension de surface, v, comme la dérivée de 1’énergie libre de Helmholtz F
par rapport a la surface A de 'interface, a température, volume et nombre de molécules
constants (Cabane et Hénon, 2007) :
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v = (gi)ﬂ/n (1.24)

Elle s’exprime en Nm™ ou Jm™.

Les protéines, comme les surfactants, sont tensioactives : en s’adsorbant a 'interface, elles
remplacent des molécules de solvant et diminuent donc 1’énergie nécessaire a la création
d’une surface plus grande. La tension de surface d’une interface contenant des protéines
est donc plus faible que celle d'une interface de solvant pur.

On définit alors la pression superficielle d'une solution (II) comme la différence entre la
tension de surface du solvant pur (y*) et celle de la solution () (Atkins et De Paula,
2008) :

II =~ % —v (1.25)

La pression de surface exercée par une protéines dépend de sa nature (charge, hydro-
phobie...), de sa concentration en solution et des conditions physico-chimiques du milieu.
Ces facteurs influencent également la quantité de matiere adsorbée a l'interface, qui peut
dans certains cas dépasser 3 mgm™, témoignant de la formation de multicouches. C’est
en particulier le cas du lysozyme & pH7 et faible force ionique (concentration de surface
estimée a 4,2 mgm™), tandis que dans les mémes conditions, I'ovalbumine ne possede
une concentration de surface que de 2 mgm™ (Le Floch-Fouéré, 2008). Deux exemples
de la variation de la quantité adsorbée et de la pression de surface générée par 1'ovalbu-
mine a l'interface air-eau, en fonction de sa concentration en solution et de sa charge sont

présentées sur la figure [1.26]
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FIGURE 1.26 — Concentration (haut) et pression de surface pour des solutions d’ovalbu-
mine dont la concentration (gauche, pH6,4 et 1 =20 mM) ou la charge (droite, pH7,

=10 mM) varient. Les concentrations sont, de la courbe la plus haute vers la plus basse :
104, 107, 107 et 101 % en termes massiques; les charges nettes sont, de la courbe la
plus haute vers la plus basse : -12 e, -18 e, -20 e, -22 e, -24 e et -26 e. Les figures sont
extraites de (de Feijter et Benjamins, 1987) et (Wierenga et coll., 2005a)
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Chapitre 2

Matériel et méthodes
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2.1 Préparation des protéines

2.1.1 Lysozyme

La poudre de lysozyme a été fournie par la société LIOT (Annezin, France). Il s’agit d'une
poudre de chlorhydrate de lysozyme (97 % de lysozyme, 3 % d’ions chlorure), obtenue par
séchage par atomisation d’une solution concentrée ajustée a pH 3,5. Le stock initial a été
réparti en fractions de 5 a 10 g dans des piluliers, qui ont été stockés a -20°C.

2.1.2 Ovalbumine
2.1.2.1 Préparation du blanc d’oeuf démuciné

L’ovalbumine a été purifiée a partir de blanc d’ceuf en utilisant le protocole décrit par
Croguennec et coll. (Croguennec et coll., 2000). Pour chaque session de purification, nous
commencions par casser entre 10 et 12 ceufs, dont nous séparions le blanc du jaune. Nous
mesurions dans une éprouvette graduée le volume de blanc d’ceuf obtenu, jusqu’a ce qu’a
obtenir un volume d’environ 330 mL. Nous rajoutions ensuite deux fois ce volume en eau
MilliQ au blanc d’ceuf, puis nous le placions sous agitation et nous ajustions le pH a 6,00
avec du HCI 1 N. La solution était ensuite stockée en chambre froide (4 °C) sous agitation
toute la nuit. Le lendemain, le pH de la solution était ré-ajusté a 6,00 avec du HCI 1N,
puis la solution était centrifugée a 2000xg, 5 °C pendant 3-4 minutes. La surnageant était
collecté et le pH était ajusté a 8,2 avec du NaOH 1 N, puis une nouvelle centrifugation
était réalisée a 25900xg, 4 °C, pendant 20 minutes. Le surnageant (blanc d’ceuf démuciné)
était collecté et pesé.

2.1.2.2 Chromatographie préparative échangeuse d’anions

La chromatographie échangeuse d’anions est une technique de séparation reposant sur le
principe des interactions électrostatiques. L’échantillon passe dans une colonne remplie par
une résine chargée positivement, sur laquelle sont a 'origine fixés des contre-ions négatifs
(figure . Les protéines chargées négativement vont remplacer ces contre-ions, qui ont
une affinité moindre pour les groupements positifs de la résine, et étre donc retenues.
Ces protéines pourront ensuite étre décrochées de la résine grace au passage d’un éluant,
contenant des contre-ions chargés négativement, qui se substitueront a leur tour a elles.
Cette substitution dépend de 'affinité de la protéine pour la résine (fonction du pH utilisé
et de son point isoélectrique), qui nécessitera une plus ou moins grande quantité d’ions
pour la décrocher. En faisant graduellement augmenter la concentration en ions, on peut
ainsi décrocher les protéines les unes apres les autres et les séparer.
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Résine échangeuse d'anions (anionique) :

groupement POSITIF
lié par covalence au support

Gtx

T

contre-ion échangeable

FIGURE 2.1 — Schéma de principe d’une résine échangeuse d’anions (extrait de (Le Floch-
Fouéré, 2008))

La chromatographie était réalisée sur une colonne LRC de 50 x 200mm (Pall Life Sciences,
Port Washington, USA), packée avec de la résine Q-Sépharose fast flow (Pharmacia Bio-
tech AB, Uppsala, Suede) et montée sur une chaine Varian PrepStar, équipée d’une cel-
lule de détection UV 325 Dual Wavelength UV-Vis Detector (Agilent Technologies, Santa,
Clara, USA). Dans notre cas, le contre-ion échangeable était le Cl, provenant du NaCl.
Les protéines étaient détectées en sortie de colonne grace a une cellule de détection UV,
permettant de faire une mesure de densité optique a une longueur d’onde de 280 nm,
correspondant au maximum d’adsorption pour les groupements tryptophanes et tyrosines

(acides aminés aromatiques).

La cellule de détection UV générant une forte contre-pression qui causait le décrochement
du bas de la colonne, les débits, et en particulier celui du chargement du blanc d’oeuf, plus
visqueux, ont été réduits par rapport au protocole originel (Croguennec et coll., 2000).
La colonne était préparée par passage de NaCl 1 M pendant 30 minutes, & 20 mL min™.
Elle était ensuite rincée par passage d’eau osmosée a 20 mLmin™!, pendant 30 minutes
également. La cellule de détection était ensuite déconnectée afin de réduire au maximum
la pression et I’échantillon, d’un volume de 900-1000 mL était injecté a 15 mLmin™". La
colonne était ensuite rincée a I'eau osmosée a 15 mLmin™ pendant 1 heure. Ainsi, les
protéines chargées positivement (lysozyme, avidine), non retenues sur la colonne, étaient
éliminées. En revanche, les protéines chargées négativement, dont 1’ovalbumine, étaient
retenues. La cellule de détection était ensuite raccordée a la sortie de la colonne, et nous
vérifiions que la pression n’excédait pas 5 bar. Nous pouvions alors monter le débit d’eau
4 20 mL min™, tout en vérifiant que la pression était toujours suffisamment basse. Lorsque
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le signal & 280 nm était stable, le zéro était fait 'enregistrement était démarré (figure .
Un premier palier d’élution était effectué avec une solution a 0,035 M de NaCl, ce qui
permettait le décrochement des protéines (dont I'ovotransferrine) chargées négativement
mais avec une affinité moindre que celle de I'ovalbumine pour la résine. Apres retour
du signal détecté a la ligne de base, un second palier était effectué avec une solution a
0,14 M de NaCl, ce qui permettait 1’élution de I’ovalbumine. Pour obtenir une plus grande
pureté, on ne collectait que la fraction correspondant a la partie haute du pic (de 15 AU
en montant & 5 AU en redescendant). Enfin, le reste des protéines était éluée par passage
d’une solution de NaCl a 1 M.

1 M Nacl
0,035 M NaCl
20
15-
0,14 p NacCl

2 10

] v

e YL
N M
-2
50 100 hi50 o0 b50 .

Minutes

FIGURE 2.2 — Chromatogramme-type obtenu lors de la purification d’ovalbumine a partir
de blanc d’oeuf démuciné

2.1.2.3 Précipitation de ’ovalbumine et remise en solution des précipités

Nous ajoutions une masse de sulfate d’ammonium a la solution obtenue par chromatogra-
phie afin d’étre a 75 % de saturation, a 10 °C et sous agitation. La solution était ensuite
stockée en chambre froide a 4 °C.

2.1.2.4 Remise en solution des précipités et dialyse

Nous centrifugions nos précipités a 18600xg pendant 25 min a 4 °C. Nous récupérions
ensuite les culots et nous les resolubilisions doucement avec un minimum d’eau milliQ),
afin de ne pas trop diluer les protéines en vue de faciliter la dialyse qui suivrait.

29



La dialyse de la solution obtenue permettait d’éliminer la sulfate d’ammonium, encore
présent en grande quantité. Nous utilisions pour cela des sacs de dialyse en cellulose avec
un seuil de coupure 6-8 kDa de 8 cm de diametre. Nous changions 1’eau plusieurs fois
par jour, sur 3 jours minimum. La solution était ensuite centrifugée pendant 50 min a
18600xg.

2.1.2.5 Lyophilisation de ’ovalbumine

La lyophilisation est un procédé de conservation par élimination d’eau, dont le principe
repose sur la sublimation de la glace d'un produit préalablement congelé. Elle est par-
ticulierement pertinente pour la conservation des protéines, qui sont tres sensibles a la
congélation. Nous placions la solution dans une barquette en plastique, que nous mettions
dans une chambre de surgélation a -18 °C pendant 1 heure, ce qui permettait de congeler
la solution sans abimer les protéines par la formation de cristaux de glace. La solution
était ensuite lyophilisée durant toute la nuit.

2.2 Compression osmotique

Les compressions osmotiques (Bonnet-Gonnet et coll., 1994 ; Mourchid et coll., 1995;
Brownsey et coll., 2003 ; Parker et coll., 2005; Martin et coll., 2006 ; Vauthier et coll.,
2008 ; Bouchoux et coll., 2009 et 2010) ont été réalisées selon le protocole de Bouchoux et
coll. (Bouchoux et coll., 2010).

2.2.1 Principe

Le principe de la méthode repose sur le phénomene d’osmose : soient deux compartiments
séparés par une membrane semi-perméable; laissant passer I’eau mais pas les solutés. Un
déséquilibre des potentiels chimiques dans les deux compartiments (par exemple par pré-
sence du soluté d’un seul c6té de la membrane) entrainera la migration spontanée de 1’eau
du compartiment dont le potentiel chimique est le plus fort, vers le compartiment dont le
potentiel chimique est le plus faible, jusqu’a ce que I’équilibre soit rétabli. La pression os-
motique est la force qu’il faudrait appliquer pour empécher le passage de 1’eau. Dans notre
cas, nous avons utilisé des sacs de dialyse remplis d’une solution de protéines, que nous
avons plongé dans une solution de polymere concentré. La pression osmotique induite par
le polymere entrainait la migration de l’eau hors du sac de dialyse, et la concentration de
la solution de protéines jusqu’a ce que 1’équilibre des potentiels chimiques, et des pressions
osmotiques, soit atteint (figure .
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FIGURE 2.3 — Schéma du principe de la compression osmotique

2.2.2 Protocole expérimental

Nous commencions par préparer les solutions-tampon qui serviraient a faire les solutions
de polymere. Les conditions utilisées pour les compressions osmotiques sont listées dans
le tableau 2.1l

pHS5 pH9 pH?7 pH?7 pH7 pH7 pH 3,6
I1=20mM 1=20mM I1=20mM I=35mM 1=150 mM 1=2,02M 1=2,02 M
Lysozyme X X X X X
Ovalbumine X X X X X

TABLE 2.1 — Conditions physico-chimiques étudiées en compression omsotique pour le
lysozyme et 'ovalbumine

Nous préparions pour cela des solutions-meres de bis-tris propane a 0,113 mol L™ (solution
A), de bis-tris propane & 0,4 mol ! (solution B) et d’acide acétique 0,315 mol ! (solution
C), de tampon lactate de force ionique I =200 mM (solution D), de thiomersal a 40 g L
(solution E) et de NaCl a 0,015 mol L, 0,13 molL! et 2 molL? (solutions F, G, H).
Le tampon lactate de force ionique 200 mM (solution D) était préparé en mélangeant du
lactate de sodium & 0,2 mol ! et de I’acide lactique & 0,27 mol L!.

Le bis-tris propane (1,3-Bis[tris(hydroxymethyl)methylamino|propane), le lactate de so-
dium et le thiomersal (éthylmercurithiosalicylate de sodium) ont été fournis par Sigma-
Aldrich (Saint-Louis, USA). Le NaCl et I'acide lactique ont été fournis par VWR, Chemi-
cals (Radnor, USA), 'acide acétique glacial par Merck (Darmstadt, Allemagne).
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Les solutions étaient préparées comme il suit, en quantités pour 1L total :

- 100 mL de solution A, B, C ou D selon le pH désiré (pH7 pour A, pH9 pour B, pH5
pour C, pH 3,6 pour D). Cela représente une force ionique de 20 mM.

- 5mkL de solution E. Le thiomersal était utilisé comme agent antimicrobien du fait de la

longue durée de nos expériences (plusieurs semaines).

- Si la force ionique totale est supérieure a 20 mM : 100 mL de solution F, G ou H selon
la force ionique désirée. La force ionique imposée par le NaCl est égale a sa concentration.

La valeur de pH de 7 a été choisie afin d’avoir une charge nette théorique comparable en
valeur absolue pour les deux protéines : +8e pour le lysozyme, -10e pour I'ovalbumine.
Les deux autres pH ont été choisis afin d’avoir des conditions ou la charge nette en
valeur absolue était plus faible qu’a pH7 : a pH9, le lysozyme porte une charge nette de
+6 e, tandis qu’a pH 5, 'ovalbumine porte une charge nette de -3e. Les charges des deux
protéines a différents pH, présentées sur la figure[2.4], ont été calculées grace au programme
PropKa (Li et coll., 2005), qui prend en compte I'impact de la structure tridimensionnelle

de la protéine sur le déplacement des pK, des résidus.
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FIGURE 2.4 — Nombre de charges net (rouge), de charges positives (bleu), de charges
négatives (vert) et nombre total de charges (noir) du lysozyme (gauche) et de l’ovalbumine
(droite) en fonction du pH, calculées grice au programme PropKa (Li et coll., 2005)

Les valeurs de force ionique choisies permettaient de faire varier la longueur de Debye sur
une décade, de 2,13 nm pour 20 mM de force ionique a 0,21 nm pour 2,02 M de force

ionique (figure [2.5).
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FIGURE 2.5 — Longueur de Debye en nm, en fonction de la force ionique du milieu

Les solutions de polymere, constituées de polyéthylene glycol (PEG) d'un poids molécu-
laire de 20000 gmol! (PEG 20000) et du tampon désiré, étaient préparées directement
dans des flacons de 500 mL, stockés durant toute la durée des expériences dans une piece
climatisée a 20 °C. Le PEG 20000 a été fourni par Sigma-Aldrich (Saint-Louis, USA). La
relation entre fraction massique de PEG 20000 et pression osmotique a été déterminée a
partir des travaux de Cohen et coll. (Cohen et coll., 2009) :

()~ (&)

avec II la pression osmotique, N le nombre de monomeres du PEG 20000, M,, la masse
d’un monomere de PEG 20000 (44 Da), v le volume spécifique partiel du PEG (0,825
mLg-1), C la concentration massique en PEG 20000, o « I'indice de recouvrement »

L)

RT
M,, v

NS = (2.1)

(0,49) et Chune concentration caractéristique du passage d’un régime dilué a semi-dilué
définie comme :

SIS

o= N (2.2)

v

La masse molaire réelle du PEG 20000 a été déterminée a 17100 Da par chromatographie
d’exclusion stérique par Li et coll. (Li et coll., 2014). Le nombre de monomeres N est

donc égal a N = 174% ~ 388, 6.
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Les solutions de PEG ont été préparées pour imposer 32 pressions différentes variant entre
0,04 bar et 44,3 bar.

Les sacs de dialyse étaient composés de membrane SpectraPor de seuil de coupure 6-8 kDa,
diametre 6,4 mm, volume/longueur = 0,32mL cm™ (SpectrumLabs, Rancho Dominguez,
USA). Cette membrane laisse passer 1’eau et les ions, mais pas les deux protéines étudiées.
Pour chaque échantillon, nous coupions un sac de dialyse de longueur 10 cm, que nous
laissions tremper dans de ’eau MilliQQ pendant 30 minutes minimum, de facon a le rincer

et a assouplir la membrane.

Les sacs étaient ensuite remplis d’une solution de protéines, préparée dans de ’eau Mil-
1iQ, de concentration 50 g L'!, sauf pour les échantillons destinés a 0,05 bar ou 0,14 bar de
pression osmotique. En effet, la concentration finale dans ces échantillons aprés compres-
sion était inférieure a 50 g L-1. Afin d’éviter ’éclatement des sacs par entrée d’eau, nous
utilisions donc des solutions & 10g L™ pour le lysozyme et a 20 g L' pour 1'ovalbumine.

Apres le premier remplissage, chaque sac était plongé durant une semaine dans un flacon
contenant une solution de PEG 20000 imposant une pression de 1,3 bar, pour les échan-
tillons destinés a aller a une pression supérieure. Ainsi, cette premiere semaine servait
de « palier » afin d’éviter la compression directe a une pression osmotique élevée et une
concentration trop brutale. Les échantillons destinés a des pressions finales inférieures a
1,3 bar étaient en revanche directement soumis a leur pression de consigne. Les sacs per-
dant du volume par sortie d’eau, ils étaient régulierement sortis de la solution de PEG
20000, soigneusement rincés a 1’eau osmosée, ouverts et re-remplis avec de la solution-mere

de protéines, puis replacés dans la solution de PEG 20 000.

A la fin de la premiére semaine de compression, les sacs de dialyse étaient transférés dans
une solution neuve de PEG 20000, a la pression osmotique finale désirée. Ils étaient alors

soumis a compression osmotique, en étant régulierement re-remplis, durant deux semaines.

A la fin des trois premieres semaines, la solution concentrée de protéines contenue dans
chaque sac devait avoir un poids compris entre 1 et 2 g, afin de pouvoir étre analysée par
la suite par mesure d’extrait sec total (section [2.3). Les sacs ¢taient alors transférés dans
une solution neuve de PEG 20000 a pression osmotique de consigne, puis laissés pour

équilibration durant une semaine, sans re-remplissage ni autre manipulation.

2.3 Mesure d’extrait sec total

Cette technique a été utilisée afin de déterminer la concentration en protéine dans les

solutions obtenues aprés compression.
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Nous utilisions des capsules a fond plat (environ 60 mm de diameétre, 25 mm de hauteur),
en acier inoxydable, munies d'un couvercle métallique amovible. Nious versions environ
25 g de sable de Fontainebleau dans chacune d’elles a 1’aide d’un doseur, puis nous les
laissions a I'étuve a 102°C, couvercles posés a c6té, pendant au moins une heure. De

courtes baguettes de verre, une par capsule, étaient également mises a 1’étuve.

Nous remettions les couvercles sur les capsules, puis nous les sortions de I'étuve et les pla-
cions immédiatement dans un dessiccateur muni de gel de silice récemment déshydraté,
duquel nous éliminions ensuite ’air a 'aide d’une pompe a vide. Les capsules et les ba-
guettes en verre étaient laissés a refroidir a température ambiante au moins 45 minutes.
A Tissue du refroidissement, chaque capsule était sortie du dessiccateur et pesée sur une
balance de précision a 0,1 mg pres, couvercle fermé et baguette en verre posée sur le
couvercle (masse my, en g). L’échantillon était ensuite versé rapidement sur le sable de la
capsule, puis le couvercle était refermé et le tout (capsule, couvercle, échantillon, baguette
en verre) était pesé & nouveau (masse my, en g). Pour les échantillons liquides, le bout
du sac de dialyse était découpé au bistouri et 1’échantillon sorti par pression sur le sac.
Pour les échantillons solides, le sac deait étre ouvert sur toute sa longueur au bistouri, et
I’échantillon sorti délicatement. Apres la pesée, I’échantillon était homogénéisé soigneuse-
ment avec le sable. La baguette était ensuite mise dans la capsule et le couvercle refermé.
Les capsules étaient ensuite mises a ’étuve a 102 °C, couvercle posé a coté, pour toute la

nuit.

Le lendemain, nous replacions les couvercles sur les capsules, puis nous les sortions de
I’étuve et les placions immédiatement dans un dessiccateur, duquel nous éliminions ensuite
Iair a 'aide d’'une pompe a vide. Les capsules étaient laissés a refroidir a température
ambiante au moins 45 minutes. Enfin, nous pesions chaque capsule sur la méme balance

de précision que précédemment (masse mg, en g).

Soient :

Meching = Mo — My (2-3)
Mg = M3 — My (2.4)
Meaqu = Meching — Mg (25)

La différence entre la masse initiale de 1’échantillon, mg4 i et la masse d’eau perdue,

Meay, NOus donne le poids de matiére seche (mg) contenue dans ’échantillon.

Le solvant initialement contenu dans I’échantillon était composé d’eau et de solutés autres
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que la protéine (tampon, sels). Soit V le volume de solvant contenu initialement dans
I’échantillon, V. le volume d’eau et Vi, ¢ et p; le volume, la concentration massique et la
denstité du soluté ¢ (autre que la protéine), respectivement. Alors :

CZ‘V

V=V+) Vi=Ve+ ) p

—V (1 = C) (2.6)

z‘pi

La fraction volumique d’eau dans le solvant était alors :

C;
o, =1-> = 2.7
s (2.7)

Les masses de solutés m; dans le volume V de solvant étaient donc :

¢ Ve Ci Me

i=qV = = 2.8
T T e T 0, 28
La masse m,, de protéine était donc :
me
my, = Mg — & (2.9)
" By 2

Soit v, le volume spécifique partiel de la protéine, sa concentration massique c, était
donc :

mp mp

P V+ ‘/p ﬁ;e + my Up
La fraction volumique en protéine dans I’échantillon initial était donc :
b, =c,0, (2.11)

2.4 Diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS)

2.4.1 Principe et notions

La diffusion des rayons X aux petits angles (Small Angle X-ray Scattering, ou SAXS) est
une technique permettant d’obtenir des informations notamment sur la structure d’une

solution et les formes et dimensions des molécules, grace a des angles de diffusion faibles
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(0,1 & 3°). Un faisceau monochromatique de rayons X frappe I’échantillon et est diffracté

selon les caractéristiques de la solution (figure [2.6)).
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FIGURE 2.6 — Principe général de la diffusion des rayons X auz petits angles

Le diagramme de diffraction correspondant est alors enregistré par un détecteur bidi-
mensionnel, installé dans une chambre sous vide, et converti en un signal d’intensité en
fonction du vecteur de diffusion. Le vecteur de diffusion, en A™! se définit en fonction de
I'angle de diffraction 26 (figure et de la longueur d’onde A du rayon incident :

47 sin 6
= — 2.12
q 3 (2.12)
—
q4
5 Vecteur de diffusiongd =1, -,
(]
—_
o

Qo Vecteur de 'onde incidente
Ll

Vecteur de 'onde diffusée

FIGURE 2.7 — Vecteur de diffusion

L’intensité I(q) peut classiquement étre écrite comme le produit du facteur de forme
P(q), donnant des informations sur les formes et dimensions sur les molécules, du facteur
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de structure S(q), renseignant sur la structure de la solution et les interactions entre
molécules, et une constante (figure [2.8)) :

I(q) = nAp*V? P(q) S(q) (2.13)

avec n la densité numérique des particules, Ap?* le facteur de contraste et V le volume

d’une particule.

Solution de protéines Protéine Distribution des protéines en solution

e °

* o = o *

o
L]
I(c.q) 1(0.q) S(e,q)
l /\ 1 //\\/
q - q |
Spectre de diffusion de Facteur de forme Facteur de structure de la
la solution de protéine de la protéine solution de protéines
I (c,q) = 1(0,q) : S (c,q)
Mesuré expérimentalement Mesuré a concentration Calculé a partir des deux
« nulle » (trés dilug) autres paramétres

FIGURE 2.8 — Décomposition de l'intensité brute en facteurs de forme et de structure

avec n la densité numérique des particules, Ap le facteur de contraste et V' le volume
d’une particule. Le facteur de forme est obtenu & concentration « nulle » (approximée
par des concentrations tres faibles dans la pratique), ou les interactions sont considérées

comme inexistantes, ce qui implique un facteur de structure S(gq) = 1.

Le facteur de structure, quand a lui, permet en particulier de remonter aux distances

caractéristiques (d) de la structure de la solution et des molécules, grace a I’équation :

a== (2.14)
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2.4.2 Meéthode expérimentale

Les expériences de SAXS ont été réalisées sur la ligne SWING du synchrotron SOLEIL,
a Gif-sur-Yvette (France).

La longueur d’onde utilisée était de A =1,0332 A et I’énergie de F = 12,00kEv. Nous
avons utilisé une distance de détecteur de 1,5885m pour les échantillons « dilués » (1 a
10 gLt et de 5,130 et 1,130 m pour les échantillons « concentrés » (pression osmotique
supérieure a 1,3bar). La gamme de ¢ couverte au total s’étend d’environ 1,8.10-3 At a
0,99 A-*(donnant donc acces & des distances de 6,35 A 4 0,35 nm).

Les échantillons « dilués » ont été réalisés pour chaque condition en mélangeant direc-
tement de la protéine avec du tampon, afin d’obtenir les concentrations de 1, 2, 4, 6, 8
et 10 gLt. Ces échantillons étaient destinés & permettre d’obtenir le facteur de forme
des deux protéines dans chaque condition, par extrapolation a concentration nulle, ainsi
qu’a observer les changements potentiels du rayon de giration (R,) en fonction du pH
et de la force ionique. Ces échantillons, ainsi que les tampons purs destinés a servir de
référence, étaient tous passés dans le méme capillaire de quartz. Une mesure de tampon
était effectuée entre chaque couple de mesures sur les échantillons de protéines.

Les échantillons « concentrés », obtenus par compression osmotique, ont été disposés dans
des puits de 3 mm de diametre d’'un passeur en téflon (15 puits par passeur). Les puits
étaient ensuite fermés par une feuille de Kapton (film de polyimide) et le tout maintenu
par deux plaques métalliques percées de trous au niveau des puits, serrées par des vis.
Chaque mesure était constituée d’un ensemble d’images, ou frames, prises a intervalles

réguliers au cours de l'irradiation.

2.4.3 Traitement des résultats
2.4.3.1 Facteurs de forme

Les dégats d’irradiation constatés sur les protéines des solutions « diluées » faisant dériver
le signal (figure [2.9), plusieurs méthodes ont été testées afin de nettoyer le signal en vue
de l'obtention d'un facteur de forme correct.

Finalement, pour chaque mesure N d’échantillon, nous avons décidé que le spectre d’in-
tensité brute serait égal a la moyenne entre : la soustraction de la premiere frame de
la mesure (N+1) du tampon a la derniere frame de la mesure N de I’échantillon et la
soustraction de la derniere frame de la mesure (N-1) du tampon a la premiere frame de

la mesure N de ’échantillon.
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FIGURE 2.9 — Ezemple de dérive de signal du aux dégats d’irradiation, obtenu sur du
tampon bis-tris propane a pH 9 et 20mM de force tonique

La correction a ensuite été affinée grace au logiciel CRYSOL version 2.8 (Svergun et coll.,
1995), qui nous a permis de fitter les courbes obtenues avec un facteur de forme calculé
a partir de la structure de chaque protéine. Les fits retournés par Crysol ont été utilisés
comme facteurs de forme dans la suite des travaux. Les échantillons dilués d’ovalbumine
a pH5 et 20mM n’ayant pas pu étre analysés en SAXS, le facteur de forme utilisé pour la
division de l'intensité des échantillons concentrés dans ces conditions a été celui de pH7,
20mM.

2.4.3.2 Rayons de giration

Les rayons de giration (R,) ont été déterminés grace au logiciel PRIMUS (Konarev et
coll., 2003), sur les facteurs de forme obtenus précédemment, grace a I’équation de Guinier
(applicable si ¢ R, < 1) :

—q2 R;

I(q) = 1(0) exp< . ) (2.15)

d’ou :
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2

in(r(a) = (=5 )+ m 100)

Le tracé de In (I(q))en fonction de ¢ nous donnait, & travers la pente, la valeur du rayon
de giration R, :

R, = +/—3pente

Les rayons de giration ont été déterminés sur les facteurs de forme obtenus pour les
solutions & 4g L. En effet, les facteurs de forme obtenus pour les échantillons & 10 gL
donnaient des valeurs de rayon de giration faibles, ce qui pouvait laisser penser que la
concentration était trop élevée. D’autre part, le bord du plateau a faibles ¢ n’étant pas
bien marqué pour 1 et 2 gL, la détermination d'un R, était impossible.

2.4.3.3 Facteurs de structure

Les solutions concentrées n’ont pas subi de dégats d’irradiation, du fait d’un taux d’humi-
dité plus faible. Le spectre d’intensité brute pour chaque échantillon était donc simplement

obtenu en faisant la moyenne des frames.

Les spectres d’intensité brute obtenus a une distance de détecteur de 5,130 et 1,130 m,
s’étendant sur des gammes de ¢ complémentaires, ont été raccordés grace au logiciel Pri-
mus. Puis, chaque spectre d’intensité a été divisée par le facteur de forme correspondant,
grace au logiciel R (R Development Core Team, 2008). Pour cela, nous avons créé la
fonction suivante sur R, intégrant les tableaux de données de l'intensité de 1’échantillon

concentré (gel01) et du facteur de forme (forme01) :
> structure<-function(gel01,forme01,cst=0){

# la fonction a besoin des données gel et f.forme; la constante par défaut est 0 (si non

entrée manuellement)

interpol<-spline(forme01,xout=gel01[,1])

# on fait 'interpolation sur le facteur de forme avec les abscisses de gel01
gelcorr<-data.frame(gel01[,1],gel01],2]-cst)

# on oOte la constante des valeurs gelO1
struct<-data.frame(gel01[,1],gelcorr[,2]/interpol$y)

# division de gel01 par forme01

plot(struct,ty="1",log="xy")
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# on trace la figure (optionnel)
invisible(list(x=struct[,1],y=struct[,2])) }
# les valeurs de sortie sont x et y, mais ne sont pas affichés

Cependant, un facteur de structure doit tendre vers 1 a tres grands ¢, ce que nous n’obte-
nions pas par la simple division de l'intensité par le facteur de forme (figure [2.10)), car la
partie de l'intensité due a ’eau de I’échantillon « concentré » n’avait pas été soustraite.

gelcorr..2.interpol .y
1000 10000
L

100
I

10

T T T T T T T T T
0.002 0.005 0010 0.020 0.050 0100 0200 0.500 1.000

gel..1.

FIGURE 2.10 — Exemple de facteur de structure obtenu par simple division de l’intensité
brute par le facteur de forme, sans soustraction du « background »

Pour figurer ’eau, nous avons décidé de soustraire une constante (« background ») a 'in-
tensité avant de la diviser par le facteur de forme, la calculant grace au logiciel R de facon
a obtenir une tendance plane a tres grands ¢. Chaque courbe d’intensité a été traitée

comme il suit :
> plot(essai<-structure(gel01,forme01),ty="1",log="xy")

# création d’un objet « essai » correspondant au facteur de forme sans correction, tracé

en coordonnées log-log
> identify(essai$x,essai$y)

# identification, dans le tableau de données, de I'intervalle (noté « intv » par la suite) ou

avait lieu la montée a grands ¢ que l'on désirait supprimer

> abline(essai.lin<-lm(log10(essai$y)~logl10(essai$x),subset=intv))
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# régression linéaire sur l'intervalle choisi, afin d’avoir la tendance de la courbe
> f.lin<-function(background,donnees,forme,intervalle){

# fonction calculant le background a utiliser pour que la pente de la droite de régression

facstruct <-structure(donnees,forme,background)

# on applique la fonction structure et on récupere les données de sortie dans facstruct
modele<-lm(log10(facstruct$y)~logl0(facstruct$x),subset=intervalle)

# meéme principe qu’avec abline précédemment

abs(coef(modele)[2])

# ce que la fonction ressort, c’est la valeur absolue de la pente de la droite de régression
linéaire (on la veut minimale) ; coef fait référence au vecteur donné par Im, avec b en le

position et a en 2e, pour une équation y=ax+b.

¥

> essai.lin<-optimise(f.lin,interval=c(0,.1),donnees=gel01,forme=forme01,
intervalle=intv)

# la fonction optimise a besoin de ce qu’il faut minimiser (la valeur absolue de la pente
retournée par la fonction f.lin, I'intervalle du premier terme de f.lin (ici le background),

et les valeurs entrées dans f.lin, dans le méme ordre que dans la fonction)

Les facteurs de structure ainsi obtenus (figure|2.11)) ont ensuite été normalisés par division
d’une constante, de facon a ce que la valeur moyenne a grands ¢ soit similaire pour toutes
les courbes.
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FIGURE 2.11 — Facteur de structure précédemmebt présenté sur la figure apres sous-
traction du « background »

2.4.3.4 Analyse des spectres de cristaux

Les pics de Bragg obtenus sur quelques spectres de diffraction des rayons X ont été
analysés en utilisant le programme libre Fityk (Wojdyr, 2010). Ce programme permet,
grace a son module dédié a ’analyse des spectres de poudre, de tester la correspondance
entre les emplacements des pics expérimentaux et ceux de pics théoriques calculés pour
un systeme cristallin de groupe d’espace et de parametres de maille initiaux définis par
I'utilisateur. Les parametres de maille sont ensuite affinés par le programme en utilisant
la méthode de Pawley (Pawley, 1981) et une optimisation impliquant un algorithme de
Levenberg-Marquardt. Les caractéristiques des groupes d’espace cristallins utilisés par le
programme sont issus de la Computational Crystallography Toolbox (Grosse-Kunstleve
et coll., 2002).

2.5 Microscopie

2.5.1 Microscopie optique

Les échantillons liquides, déposés entre lame et lamelle, ont été observés a I'objectif 40x
sur un microscope Nikon Optiphot (Tokyo, Japon).
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2.5.2 Microscopie confocale

La microscopie confocale est une technique permettant d’obtenir des images sur des échan-
tillons aussi bien liquides que solides, a tres faible profondeur de champ (environ 400 nm).
Elle peut fonctionner en fluorescence, I'image étant obtenue par détection de la fluores-
cence émise par des fluorochormes intégrés dans 1’échantillon et excités par un ou plusieurs

lasers.

100 uLb d’échantillon, déposé sur une lame de verre, était laissé en contact pendant 15 mi-
nutes a l'abri de la lumiére, avec 10 puL de colorant fluorescent, obtenu a partir de 2/3 de
Fast Green, dilué initialement a 1/10e, et d’1/3 de Rouge de Nil. Le Fast Green est un
colorant spécifique des protéines, tandis que le Rouge de Nil est un colorant spécifique de
la matiere grasse. L’échantillon était ensuite observé avec un microscope confocal Nikon
Eclipse TE2000-E (Tokyo, Japon) aux objectifs 40x et 60 x.

2.6 Sorption de vapeur dynamique

La sorption de vapeur dynamique (ou dynamic vapor sorption, ou DVS) est une technique
gravimétrique permettant d’étudier la relation entre 'humidité relative d’'une atmosphere
et 'absorption, ou perte, d’eau par un échantillon soumis a cette atmosphere. Cette re-
lation est classiquement présentée sous la forme d’isothermes d’aborption/de désorption,

lorsque les mesures sont effectuées a température constante.

L’isotherme de désorption du lysozyme a pH7 et 35 mM de force ionique a été obtenue
a partir d’une solution de lysozyme de concentration 50 gL™'. Les expériences ont été
réalisées a 20 °C sur un analyseur DVS (Surface Measurement Systems Ltd., London, UK)
équipé d’une microbalance Cahn. Une goutte de solution (environ 35mg) était déposée
sur la balance et soumise & trois paliers d’humidité relative (90, 60 et 5 %) réalisés par
bullage d’azote dans I’eau. La masse de la goutte était mesurée a chaque palier et donnait
acces a la fraction volumique en protéine par un raisonnement analogue a celui présenté
section 2.3] L’activité de 'eau était quant a elle convertié en pression osmotique grice a
la formule :

—RT
H:R

5 In (ay,) (2.16)

avec II la pression osmotique, R la constante des gaz parfaits, 7' la température, v, le

volume molaire de 1'eau et a,, l'activité de l'eau (a,, = %h“m’dfégmatwe).
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2.7 Simulations Monte-Carlo

Les simulations ont été réalisées grace au logiciel Faunus (Lund et coll., 2008) et opérées
sur la grappe de serveurs Alarik de I’Université de Lund.

Les protéines étaient représentées selon un modele coarse-grained, ici des assemblages
rigides ou chaque résidu était représenté par une spheére avec une charge centrale (fi-
gure[2.12). Ces modeles, nommés modeles AAM (Amino-Acid Model), ont été directement
obtenus par conversion des fichiers PDB (Protein Data Bank) : le rayon de chaque résidu
sphérique était obtenu a partir de la masse molaire de ’acide aminé de la PDB, modulée
par un facteur p qui pouvait étre ajusté afin d’obtenir un volume total proche de la réalité.

FIGURE 2.12 — Modéles AAM du lysozyme (gauche) et de l’ovalbumine (droite) a pH7.
Chaque sphere représente un résidu. Ceuz chargés positivement sont colorés en bleu, ceux
chargés négativement en rouge. Les deux modeéles ne sont pas présentés a l’échelle.

L’espace de simulation était composé d'une boite virtuelle cubique, de dimensions ajus-
tables. Les faces de la boite possédaient des conditions périodiques : toute molécule sortant
par une face re-rentrait par la face opposée. Cela permettait de simuler un milieu infini a
I’aide d’un nombre fini d’objets et de s’affranchir des effets des bords sur le déplacement
des molécules.

La méthode employée était une procédure Monte-Carlo : le systeme évoluait grace a des

changements aléatoires successifs de position ou d’orientation de molécules. Ici, nous em-

ployions un algorithme Metropolis, qui génere une chaine de Markov d’états du systeme.

Cette chaine repose sur deux principes :

— le succes ou '’échec d’un essai dépend uniquement de l’essai précédent. En cela, on
differe de la Dynamique Moléculaire, ot tous les états successifs du systéme sont liés
temporellement ;

— les issues possibles d’un essai sont en nombre fini.
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Dans notre cas, a chaque étape, le programme choisissait entre plusieurs possibilités d’éve-
nements : mouvement de translation et rotation d’une molécule, swap move (arrivée ou
départ d’un proton sur un résidu titrable d’'une molécule) ou variation du volume de la

boite et remise a I’échelle des molécules (utilisé pour les équations d’état uniquement).

Un mouvement (rotation, translation, fluctuation du volume de la boite) prenait en
compte un parametre de déplacement et un facteur multiplicatif généré aléatoirement
entre -0,5 et 0,5. L’amplitude maximale du mouvement dans chacune des directions pos-
sibles était ainsi égal a la moitié du parametre de déplacement choisi. Le parameétre de
déplacement devait étre choisi attentivement : un facteur trop faible ne permettait pas
aux molécules d’explorer correctement ’espace dans le temps de simulation, et un facteur
trop grand génerait un nombre important d’échecs.

L’énergie totale du systeme apres la réalisation de I’évenement était comparée a celle du
systeme a ’étape précédente. Si la différence d’énergie dU était négative, I’évenement était
accepté et le systeme adoptait la nouvelle configuration. Si la différence d’énergie était
positive, I’évenement était accepté avec une probabilité p = exp (;}%) L’organisation
d’une étape de simulation est résumée sur la figure [2.13]

du<0
Rotation-translation
B ar I
+
Etatn }—» (Dé)protonnation a.a —— Etat n+1 Etat n+1
S ar « test »
Fluctuation volume ’ .
du>0
| rnd > e/ rnd < e /KT

FIGURE 2.13 — Réalisation d’une étape de simulation Monte-Carlo. La variation d’énergie
totale du systéme est notée AU, rnd est un nombre aléatoire généré par le programme

Du fait des hautes fractions volumiques étudiées, la position initiale des protéines était
différente selon que des simulations de spectres de SAXS ou d’équations d’état étaient
réalisées. Dans les simulations d’équations d’état, le volume de la boite pouvait fluctuer :
il était donc possible d’utiliser une boite de grandes dimensions comme espace de dé-
part et d’y placer aléatoirement les protéines. La réduction de la taille de la boite dans
les étapes suivantes permettait d’obtenir les fractions volumiques voulues. En revanche,
pour les simulations de spectres de SAXS, la fluctuation de volume était désactivée. Le
placement aléatoire des protéines dans la boite de simulation était alors impossible aux
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hautes fractions volumiques, du fait du fort encombrement de l’espace. Dans ce cas, le

recouvrement des protéines était autorisé pour le placement initial.

Chaque simulation était composée de deux parties :

— un run d’équilibration du systeme. Dans cette partie, le systeme évoluait fortement : les
protéines se répartissaient dans I’espace et/ou le volume de la boite diminuait, afin de
minimiser progressivement 1’énergie totale du systeme. L’énergie du systeme décroissait
ainsi rapidement durant un certain nombre d’étapes, puis se stabilisait une fois que le
systeme était a 1’équilibre énergétique;

— un run de production, ou I’énergie totale du systéme était stable et ou l'on enregistrait

les données de sortie (facteur de structure, volume de la boite).

2.8 Reéflectivité de neutrons

La réflectivité de neutrons est une méthode de diffraction visant a étudier ’organisation
de films minces, notamment en mesurant le profil de densité dans I’épaisseur du film. Les
expériences de réflectivité des neutrons ont été réalisées sur le réflectometre a temps de
vol G3 bis « Eros » du Laboratoire Léon Brillouin, a Gif-sur-Yvette (France).

2.8.1 Protocole expérimental

Le réflectometre G3 bis est un spectrometre a temps de vol, utilisant un faisceau poly-
chromatique de neutrons, qui est envoyé avec un angle d’incidence fixe (~1,5 °) sur une
interface air-eau et s’y réfléchit (voir figure [2.14]).

La longueur d’onde (\) des neutrons atteignant le détecteur est proportionnelle & leur

vélocité (v) a travers la relation de de Broglie :
A= — 2.17
— (2.17)
avec h la constante de Planck et m la masse des neutrons (1,67510727 kg).

La valeur du vecteur de diffusion ¢ varie a travers la longueur d’onde (voir I’équation [2.12)).
Le rapport des intensités réfléchies aux intensités mesurées donne la réflectivité pour
chaque longueur d’onde.
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FIGURE 2.14 — Schéma du montage du réflectométre G3 bis du Laboratoire Léon Brillouin.
D’aprés la fiche de présentation disponible a http ://www-Ulb.cea.fr/fr-en/pdf/eros-11b. pdf

Les solutions de protéines ont toutes été préparées & une concentration de 1 gLdans de

I'eau deutérée, dans les conditions suivantes :

— Lysozyme : pD 7, avec une force ionique (1) de 20 mM et 170 mM;

— Ovalbumine : pD 7, avec une force ionique de 20 mM et 170 mM et pD 3,6 avec une
force ionique de 20 mM et 170 mM.

Les forces ioniques comportaient a chaque fois 20 mM imposées par du tampon bis-tris

propane (pour pD 7) ou du tampon lactate (pour pD 3,6) et 0 mM ou 150 mM imposées

par du NaCl.

Les mesures ont toutes été réalisées a 20 °C sous un capot hermétique visant a empé-
cher I’échange H,O /D50 dans I’échantillon, sauf une mesure pour le lysozyme réalisée a
pD 7, I=20 mM, 30 °C (avec capot hermétique) et une mesure pour le lysozyme a pD 7,
I1=20 mM, 20 °C sans capot hermétique.

2.8.2 Analyse des données

2.8.2.1 Analyse des spectres de réflectivité

Les spectres de réflectivité se présentaient sous la forme suivante (figure [2.15)) :

79



Reflectivity of D20

:::::

Log Reflectivité

Longueur d’'onde ()

FIGURE 2.15 — Logarithme de la réflectivité en fonction de la longueur d’onde pour une
solution pure de DyO

Il existe une longueur d’onde critique A., au-dela de laquelle la réflexion est totale (partie
plane de la courbe, a grandes valeurs de \) :

T
Ae = 0; ) — 2.1
Nb (2.18)

avec 0; I'angle d’incidence du faisceau et Nb la densité de longueur de diffusion du liquide.

L’ajustement d’un modele a la courbe expérimentale correspondant a une solution pure
de D50, dont le Nb est connu, a permis de déterminer ; avec plus de précision. L’angle
d’incidence étant fixe, cette valeur de 6; a été conservée pour toutes les analyses ultérieures.

Des mesures de réflectivité ont été réalisées sur tous les types de tampons. En ajustant
des modeles similaires au précédent a nos données expérimentales, nous en avons déduit
les valeurs de A. pour chaque tampon et donc les densités de longueur de diffusion (Nby)
correspondantes. Cette démarche a été répétée a différents temps, sur plusieurs heures,
afin de mesurer 1’évolution du Nb, des tampons lors de leur vieillissement. Nous avons
considéré par la suite que la différence entre les Nb des tampons purs et des solutions de

protéines réalisées avec les tampons correspondants était négligeable.

2.8.2.2 Modélisation des interfaces

Les spectres de réflectivité des solutions de protéines ont été analysés en utilisant un
modele en boites (figure 2.16]) : chaque couche i de protéine était modélisée par une boite
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d’épaisseur d; et de densité de longueur de diffusion Nb;. Chaque interface (air/couche de
protéine, couche de protéine/couche de protéine, couche de protéine/eau) possédait une
rugosité o;. Les parametres d’ajustement (Nb;, d; et 0;) étaient dans un premier temps tous
laissés flottants, mais les premiers essais ont montré que les valeurs de rugosité variaient
peu d'une couche a l'autre. Nous avons donc décidé de fixer les valeurs de o; a 3 A, sauf
pour la rugosité de I'interface protéine/solvant, qui a été laissée flotttante.

Air Ty

Protéine Nb, d,
SF

Protéine N b2 g, dz

Solvant

FIGURE 2.16 — Schéma du modéle « en boites » utilisé pour l'ajustement auzr données
expérimentales de réflectivité de neutrons sur des interfaces air/eau de protéines. Nb; et d;
représentent la densité de longueur de diffusion et I’épaisseur des couches, respectivement,
et o; la rugosité des interfaces.

Les protéines adsorbées a l'interface air/solution ont été systématiquement supposées
totalement immergées dans la solution. En effet, la prise en compte d’une partie aérienne
des proteines aurait nécessité trop d’hypotheses difficiles a tester (dimensions de la partie
émergée, hydratation, proportion d’échange).

La fraction volumique en protéine dans chaque couche a ensuite été déduite des valeurs
des parametres apres ajustement :

_ Nb; — Nb,

AL L 2.1
P~ Nb, — Nb, (2.19)

avec Nb;, Nb, et Nb, les densités de longueur de diffusion de la couche considérée, du
solvant et de la protéine enticrement hydratées dans le D,O pur, respectivement. Nb, a
été pris comme étant égal & 3,66 10% A2 en se basant sur les travaux de Lu et coll. (Lu
et coll., 1998).

La fraction volumique totale en protéine a 'interface est alors :

_ Zz q)p,i

b n

) (2.20)
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avec n le nombre de couches de protéines utilisées dans la procédure d’ajustement.
On en déduit la valeur de la densité d’adsorption en protéine (en mgm) a l'interface :
'=®,dp (2.21)

avec d I'épaisseur totale de la couche interfaciale (en m) et p la densité de la protéine (en

gem™®).

2.9 Ellipsométrie

2.9.1 Principe

L’ellipsométrie est une technique d’analyse de surfaces planes, basée sur le changement
de polarisation d’un faisceau lumineux incident lors de sa réflection sur la surface. Un
schéma du dispositif expérimental est présenté sur la figure 2.17]

Source lumineuse Détecteur

Polariseur o) Analyseur

Echantilion

FIGURE 2.17 — Schéma du montage d’un ellipsometre

Le champ électrique initial de 'onde incidente, comporte deux composantes (figure [2.18)) :
une composante parallele au plan d’incidence (E,;) et une composante perpendiculaire au
plan d’incidence (Ej;).
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FIGURE 2.18 — Géométrie du systeme d’ellipsométrie

Apres réflexion, ces deux composantes deviennent F,, et E .. On définit les coefficients
de réflexion de I’échantillon pour la polarisation parallele (R,) au plan d’incidence et la
polarisation perpendiculaire au plan d’incidence (R;) comme :

E, |E, . .
Rp _ Fpr _ | P ’ exp [Z (Qppr _ Sppl)] — |Rp| exp (Z(Sp) (222)
Epi ‘Epi‘
et P E
Ry = EZ - ‘|EZ|‘ eXp [Z (9081" - ‘Psi)] = |R8| exXp (i(SS) (2'23)

avee Ypr, Ppi, Psr, Psi les phases des composantes E,,., E,;, E, et Eg, respectivement, et
0p, 05 les retards de phases correspondants induits par la réflexion.

Le parametre mesuré par 'ellipsometre est 'ellipticité, définie comme :
R, .
P=5 = tan (V) exp (iA) (2.24)
L’angle ellipsométrique A (en °) est donc équivalent & un déphasage et égal a :

A =3, 0, (2.25)

Dans le cas de monocouches de protéines, la relation entre I'angle ellipsométrique et la
concentration de surface I' (en mgm™?) peut étre approximée par ((de Feijter et coll.,
1978)) :

r=02A (2.26)

83



2.9.2 Protocole expérimental

Les mesures d’angle ellipsométrique ont été réalisées sur un dispositif développé a I'Institut
de Physique de Rennes, sur le principe de 'ellipsométre a annulation (Azzam et Bashara,
1977). Selon ce dispositif, un laser He-Ne de longueur d’onde A = 632, 8 nm est envoyé sur
la surface de la cuve avec un angle égal a I’angle de Brewster de 'interface eau-air moins 1 °
(soit 52,06 °), ceci pour avoir un signal suffisant sur le photomultiplicateur. Le polariseur
Glan-Thompson situé juste apres la source lumineuse permet d’imposer une polarisation
linéaire au faisceau lumineux. Apres réflexion sur la surface de la solution, le faisceau
est polarisé elliptiquement et doit donc étre de nouveau polarisé linéairement grace a une
lame quart d’onde avant d’atteindre 'analyseur Glan-Thompson. Un minimum d’intensité
est alors mesuré par le photomultiplicateur lorsque l’analyseur est perpendiculaire a la
polarisation du champ électromagnétique, ce qui permet de repérer l'orientation de ce
dernier et d’en déduire les deux angles W et A. Le réglage initial du polariseur et de
I’analyseur est effectué sur ’eau, ou sur la solution tampon, ce qui définit les positions
« 2610 ».

Lors de 'adsorption de la protéine a l'interface, la couche interfaciale modifie le rapport
d’atténuation et le déphasage entre les deux polarisations et la recherche du nouveau
minimum d’intensité donne deux nouvelles valeurs pour le polariseur et ’analyseur, soit
deux nouvelles valeurs pour ¥ et A. Le suivi d’une cinétique d’adsorption consiste alors
a suivre I’évolution de A en fonction du temps. Si la couche formée est une monocouche,
A est convertie en concentration surfacique I' (en mgm™) par la relation mentionnée au
paragraphe précédent (I' = 0,2 A). Typiquement, une monocouche dense correspond &

une valeur de A autour de 10 °.

En revanche, si les valeurs de A sont significativement plus élevées que 10 °, cela traduit
une accumulation de protéines sur une épaisseur nettement plus élevée que celle d'une
monocouche et la relation de proportionnalité entre A et I' n’est plus appropriée. Il serait
en théorie possible d’extraire l'indice et 1’épaisseur de la couche & partir des valeur des
deux angles ellipsométriques ¥ et A mais la précision sur ¥ n’est pas suffisante sur notre
dispositif, car ce dernier est optimisé pour effectuer des mesures rapides (sur quelques
secondes), compatibles avec le suivi de cinétiques. Notons que si la conversion A-épaisseur
n’est plus valide pour des valeurs élevées de A, ces dernieres refletent toutefois des fractions

volumiques élevées de la couche adsorbée.

2.9.2.1 Expériences a Dair libre, avec flux d’advection

Les solutions de lysozyme étaient préparées a 1 gL en diluant les protéines dans la

solution tampon adéquate.
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Le tampon pur était versé dans une cuve en téflon de surface S =23 cm? et de hauteur
h=3 mm. L’ellipsometre était réglé sur la solution tampon, puis celle-ci était aspirée et
la solution de protéines était versée dans la cuve, définissant ainsi le temps t=0 de la
mesure. L’angle ellipsométrique était suivi sur des durées variant de 20 h a 70 h. Le flux
d’évaporation moyen estimé sur toute la durée de cinétique est d’environ E =50 nms™. Le
nombre de Peclet estimé pour ce flux se situe entre 0,24 et 1,3 selon la valeur choisie pour
le coefficient de diffusion (Dg=1,146 10" m?s™ ou Depop =6,221071° m?s!) (Koning et
coll., 2008).

2.9.2.2 Expérience en atmosphere saturée, sans flux d’advection

Une bouteille en verre a face paralleles a été utilisée comme enceinte hermétique pour les
mesures d’angle ellipsométrique avec atmosphere contrélée. 300 mL de solution tampon
étaient déposés dans la bouteille sur une hauteur de 6,5 cm, puis la bouteille était scellée.
Un capillaire, servant par la suite a l'injection de la protéine, passait par le bouchon et
était rempli de solution-tampon afin d’empécher I’évaporation. La bouteille était laissée
ainsi durant une nuit afin que son atmosphere se sature en vapeur d’eau. Le réglage
du zéro de l'analyseur et du polariseur étaient alors effectués sur le tampon pur, puis
10 mL de tampon étaient o0tés grace au capillaire et remplacés par 10 mL de solution de
lysozyme & 30 gL' afin d’obtenir une concentration totale en protéine de 1 gL', L’angle

ellipsométrique était suivi pendant 71 h.

Le flux d’évaporation n’a pas pu étre estimé dans le cas ou la bouteille était fermée car

la variation du niveau d’eau était non décelable sur la durée de la cinétique.
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Chapitre 3

Le comportement des protéines
concentrées est renseigné par les

équations d’état
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La compression osmotique est une approche thermodynamique permettant de mettre
aisément en relation la pression osmotique d’une solution (II) & sa fraction volumique en
solutés (®). Cette relation se traduit a travers des équations d’état (P, IT), qui fournissent
des informations sur toutes les interactions présentes dans le systeme, qu’elles soient des

interactions soluté/soluté, soluté/ion ou soluté/eau.

Le lysozyme et I'ovalbumine font partie des protéines pour lesquelles quelques diagrammes
présentant la pression osmotique en fonction de la fraction volumique ont été réalisés,
dans des gammes de concentration diluées a semi-diluées (Moon et coll., 2000 ; Yousef et
coll., 2001). Leurs propriétés physico-chimiques tres différentes (voir section en font
deux modeles intéressants dans une optique de comparaison. Etudier leur comportement
en parallele permet ainsi de mettre en évidence les points communs partagés par les
protéines globulaires a haute concentration, ainsi que leurs spécificités : I'objectif est de
déterminer si les protéines globulaires obéissent a des regles générales d’interaction, ou s’il
existe une « histoire » par protéine. D’autre part, I’étude comparée de leur comportement
a l'interface air-eau, ou elles sont en conditions d’encombrement, a été réalisé et a montré
des différences nettes a pH7 (Le Floch-Fouéré, 2008). Les expériences de compression
osmotique sur le lysozyme et I'ovalbumine offrent donc des potentialités intéressantes de
mise en relation avec le comportement interfacial, dans le but d’apporter des éléments
d’explication quant au role du confinement dans les couches interfaciales.

3.1 Equations d’état a pH7 et =20 mM

Afin d’établir les équations d’état de solutions de lysozyme et d’ovalbumine, 8 pressions os-
motiques ont été initialement étudiées pour un pH de 7 et une force ionique (1) de 20 mM,
imposés avec du bis-tris propane. Dans le cas du lysozyme, onze points supplémentaires

ont été par la suite réalisés dans la zone 1,3-2,57 bar.

3.1.1 Régimes

Les diagrammes (®,IT) de 'ovalbumine et du lysozyme pour un tampon bis-tris propane
a pH7 et =20 mM sont présentées sur la figure Elles sont comparées au modele
des gaz parfaits de Van’t Hoff et au modele des spheres dures de Carnahan-Starling, en
prenant des spheres de méme masse que chaque protéine.

Pour les deux protéines, on note une augmentation totale de fraction volumique aux
alentours de 0,56 - 0,6 sur la gamme de pression 0,05 - 44,3 bar. En revanche, de nombreuses
différences sont a noter dans la forme des diagrammes (P, IT) et dans la nature des
interactions révélées par leur position relative vis-a-vis du modele de Carnahan-Starling.
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En effet, le modele de Carnahan-Starling représentant le comportement de spheres sans
interaction autre que stérique, l'espace (®, II) peut étre globalement découpé en deux

zones (figure :

|Clg T Carnahan-Starling

|

Interactions répulsives
prédominantes

Interactions attractives
prédominantes

log

FIGURE 3.1 — Schéma des zones d’interaction délimitées par Carnahan-Starling

Le diagramme (®,I) de 'ovalbumine présente une tendance constamment croissante,
quasi-parallele au modele de Carnahan-Starling en représentation log-log. La courbe ex-
périmentale étant positionnée, a méme fraction volumique, a des pressions supérieures au
modele de Carnahan-Starling, nous pouvons en déduire que les interactions entre molé-
cules d’ovalbumine dans ces conditions physico-chimiques sont de nature principalement
répulsives dans toute la gamme de concentrations étudiée (¢ =0,036 a 0,6, soit environ
50 a 800 gL1).

90



100 -

© pH7, 20mM
—— Carnahan-Starling O
——— Van't Hoff
10
=
®
a
@
=
k=)
k]
£ 1
7
=]
: -
=]
[
0
@
—
o
0.1 4
0.01 : T T : : ————
0.01 0.1 1
Fraction volumique
100 -
o pH7, 20mM
—— Carnahan-Starling
——— Van'tHoff
10 A
=
©
=
@
=]
=3
S
E 1
7
=}
c
o
7]
7]
@
=3
o
0.1 4
0.01 T — 1 T T T — T
0.001 0.01 01 1

Fraction volumique

FIGURE 3.2 — Equations d’état de ’ovalbumine (haut) et du lysozyme (bas) avec un tampon
bis-tris propane a pH7 et I =20 mM
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L’aspect progressif de 'augmentation de concentration avec la pression osmotique se re-
trouve dans 'aspect des échantillons comprimés d’ovalbumine (figure [3.3)) :

W Tk

F1GURE 3.3 — Photographies des échantillons d’ovalbumine soumis a une pression 0s-
motique de 0,05 a 44,3 bar, en tampon pH7 et =20 mM. Les pressions osmotiques
correspondantes, en bar, sont notées en bas de chaque photographie.

De 0,05 bar a 0,44 bar, la solution est un liquide translucide de faible viscosité, similaire
aux solutions de remplissage & 20 et 50 gL', Les échantillons & 1,3 bar et 3,19 bar
possedent le méme aspect, mais présentent une densité croissante, comme montré par les
différences d’indices de réfraction avec la solution-mere lors des remplissages. A 3,19 bar, la
solution possede une densité rappelant le glycérol. A partir de 8,26 bar, la solution devient
trouble et présente une texture gélifiée. La densité du gel augmente jusqu'a 44,3 bar, ou
il présente une texture souple et déformable, semblable a un plastique mou.

Dans le cas du lysozyme en revanche, le diagramme (®,I1) & pH 7 et I = 20 mM se découpe
nettement en trois zones (figure |3.4), que nous nommerons par la suite zone diluée, zone

de transition et zone concentrée.

La zone diluée s’étend jusqu’a une fraction volumique approximative de 0,1. Dans cette
région, la pression est approximativement deux fois plus haute que celle donnée par le
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modele de Carnahan-Starling, traduisant des interactions majoritairement répulsives.

100 4
o pH7, 20mM

—— Carnahan-Starling

Zone de |
transition
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'O | concentrée

Zone diluée ‘

J

>(;< >

Pression osmotique (bar)

01 4

0.01 T t .
0.001 0.01 01 1

Fraction volumique

FIGURE 3.4 — Zones de l’équation d’état a pH 7 et [ =20mM du lysozyme

La zone de transition s’étend environ de 0,1 a 0,5 en fraction volumique et est caractérisée
par une décroissance de la pente de la courbe expérimentale, jusqu’a la formation d’un pla-
teau. Au niveau de ce plateau, la pression n’augmente pratiquement plus (AIl =0,05 bar),
mais la fraction volumique subit une augmentation brusque (A® =0,22), ce qui se tra-
duit par une discontinuité (que nous nommerons par la suite « saut ») dans le diagramme
(®,IT) . Dans cette zone, le diagramme (®,IT) dévie de la parallele au modele de Carnahan-
Starling et le croise, puis reste a une pression osmotique inférieure a celle du modele, a
fraction volumiques égales. Cela traduit le passage d’un systeme dominé par les répulsions
a un systéme ou les interactions attractives sont prédominantes.

La caractéristique principale de la zone de transition est le plateau, ou deux points a une
pression osmotique similaire correspondent a deux fractions volumique tres différentes
(0,28 et 0,50). Si nous supposons que chaque point du diagramme a des fractions volu-
miques supérieures et inférieures a la transition représente un état d’équilibre, ce qui sera
montré dans la section [3.1.2] alors le plateau reflete une transtion de phases du systéme.

Enfin, la zone concentrée s’étend au-dela de ® =0,5. Elle est caractérisée par une aug-
mentation trés rapide de la pression osmotique avec la concentration (AIl =42 bar
pourAd® =0,11), que nous nommerons par la suite « mur ». Dans cette zone, les pres-
sions osmotiques sont inférieures a celles prédites par le modele de Carnahan-Starling,
montrant que le systeme est toujours dominé par les attractions.
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Les trois zones définies a partir du diagramme (®, II) du lysozyme peuvent étre mises
en relation avec les observations morphologiques faites sur les échantillons comprimés

(figure [3.5)).

Les échantillons comprimés a 0,05 bar ou 0,14 bar sont des liquides transparents, similaires
aux solutions de remplissage & 10 et 50 gL', Les échantillons comprimés a des pressions
comprises entre 0,44 bar et 2,42 bar, la solution reste transparente mais devient plus dense
avec la concentration, comme montré par les différences d’indices de réfraction avec la
solution-mere lors des remplissages. Des précipités blancs et « moutonneux » sont visibles
en faible quantité au fond des sacs de dialyse. A 2,47 et 2,53 bar, la solution est liquide
mais présente un aspect nacré lors de la remise en suspension des précipités présents au
fond du sac. Enfin, pour les pressions supérieures ou égales a 2,57 bar, soit apres le « saut »
de concentration, les échantillons sont blancs, solides, rigides et cassants. Les observations
morphologiques vont donc dans le sens d’'un changement d’état du systeme au niveau du
saut de concentration, comme supposé plus haut.

FIGURE 3.5 — Photographies des échantillons de lysozyme soumis a une pression osmotique
de 0,05 a 44,3 bar, en tampon pH7 et 20mM de force ionique. Les pressions osmotiques
correspondantes, en bar, sont notées en bas de chaque photographie.

L’hypothese d'un changement d’état dans la zone de transition et la similitude particuliere
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de cette zone avec celle vue dans les diagrammes (®,II) relevant de la théorie de Van
der Waals nous a conduit a tenter d’ajuster ce modele a nos données. Il n’a pas été
possible d’obtenir une adéquation au diagramme (®,IT) du lysozyme issu du modele de
Van der Waals, pour lequel on faisait varier le parametre d’attraction a’ et le volume
exclu b’ de chaque protéine. En effet, si le volume b’ était pris comme égal a quatre fois
celui de la protéine (b= 0,041 m? mol!), comme il est classique de le faire, le modele de
Van der Waals restait systématiquement a des pressions inférieures a celles de la courbe
expérimentale, & fractions volumiques similaires et ce quelque soit la valeur de a” (graphe
de gauche, figure . D’autre part, la position de la transition dans le modele de Van
der Waals était située a des fractions volumiques inférieures a celles observées dans le cas
expérimental. Si le volume b’ était laissé libre, il était possible d’ajuster le modele de Van
der Waals a I’équation d’état dans la zone concentrée, mais les pressions du modele étaient

encore une fois tres inférieures aux pressions expérimentales, a fractions volumiques égales
(graphe de droite, figure [3.6)).

1000 1000
O LysopH7 20mM O Lyso pH7 20mMm

—Van der Waals —Van der Waals

100 a’ =310 MPa.dm®.mol2 100 a’ =150 MPa.dm®.mol?
b’ = 0,041 m3.mol* b’ = 0,018 m*.mol*

Pression osmotique (bar)
Pression osmotique (bar)

0.01 001
0.001 0.01 01 1 0.001 0.01 01 1

Fraction volumique Fraction volumique

FIGURE 3.6 — Modéles de Van der Waals (VAW) a différentes valeurs de a’ et b’, pour
une température de 293,15 K

De la méme fagon, il n’a pas été possible d’ajuster un modele de spheres dures adhésives
(AHS), comme celui décrit par Barboy et coll. (Barboy, 1974), a notre diagramme (®,II)
(figure . Méme s’il semblait possible d’obtenir une transition dans les bonnes gammes
de fraction volumique (7 =0,8), les pressions du modele étaient systématiquement infé-
rieures aux pressions expérimentales, a fractions volumiques similaires, méme a valeurs
de 7 tres élevées (1 =50).
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FIGURE 3.7 — Modéles de sphéres dures adhésives (AHS) a deux valeurs de T (0,8 et 50),
pour une température de 293,15 K

Les données bibliographiques nous permettent de formuler plusieurs hypotheses quant a
la nature de la transition de phases présente dans la zone de transition, qui ne peut étre
déterminée avec exactitude par la seule analyse du diagramme (,IT).

Rickard et ses collaborateurs (Rickard et coll., 2010) ont réalisé des expériences de déshy-
dratation de gouttelettes de solutions aqueuses de lysozyme suspendues dans le décanol,
dans des gammes de concentration allant de 700 & 1150 gL, soit des fractions volu-
miques allant de 0,50 & 0,82. Leurs résultats sont comparés a notre diagramme (&, IT) sur
la figure [3.8] Chaque jeu de données présenté est issu d’une technique différente : déshy-
dratation d’une seule gouttelette de lysozyme dans du décanol comme précédemment cité
(« single particle dehydration »), sorption de vapeur par une bille vitrifiée de lysozyme
obtenue par cette technique (« single-particle dehydration »), et adsorption de vapeur a
partir de lysozyme lyophilisé ou de billes obtenues « en masse » par simple mélange de
solution de lysozyme et de décanol (« bulk vapor adsorption »), suivie d’une désorption
(« bulk vapor desorption »). Les résultats des mesures de sorption dynamique de vapeur
(Dynamic Vapor Sorption, ou DVS) que nous avons réalisées & pH7 et [ =35mM (sec-
tion sont également représentés.

On peut voir que les données de DVS obtenues sur le lysozyme a pH7 et [=35mM
correspondent aux données obtenues par Rickard et coll. par sorption de vapeur a partir
de lyophilisat ou d’une population de billes vitrifiées. En revanche, les points de Rickard

et coll. a des fractions volumiques inférieures a 0,6 ne semblent pas suivre le diagramme
(®, IT) du lysozyme a pH7 et [ =20mM.
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FIGURE 3.8 — Données obtenues par diverses méthodes par Rickard et coll. (Rickard et
coll., 2010) (losanges verts et triangles violets) représentées avec le diagramme (®, I1) du
lysozyme a pH 7 et 20mM de force ionique (cercles bleus clairs) et les données de DVS
du lysozyme a pH7 et 35mM de force ionique (cercles bleus plus foncés).

En particulier, malgré la faible gamme de fractions volumiques sur lesquelles il est possible
de faire une comparaison entre nos données et celles de Rickart et coll., ces dernieres ne
semblent pas montrer de signe d’un franchissement de Carnahan-Starling et d’une diminu-
tion brutale de la pression osmotique lorsque la fraction volumique diminue. On peut donc
imaginer que, dans cette gamme de fractions volumiques, les systemes concentrés obtenus
par compression osmotique ne relevent pas du méme état physique que ceux obtenus par

déshydratation dans le decanol ou sorption de vapeur.

Stradner et ses collaborateurs (Stradner et coll., 2004 et 2006 ; Cardinaux et coll., 2007a)
ont proposé l'existence d’agrégats dynamiques (equilibrium clusters) dans les solutions
de lysozyme a pH 7,8 et faible force ionique, dans des gammes de concentrations en pro-
téines qui correspondent a celles rencontrées dans notre zone de transition. La formation
d’objets plurimoléculaires tels que ces agrégats pourrait induire une courbure de 1’équa-
tion d’état telle que celle vue expérimentalement : a une méme fraction volumique, une
solution de clusters en équilibre avec des monomeres induirait, du strict point de vue
du nombre d’objets présents, une pression plus faible quune dispersion de monomeres

seuls. Une augmentation de la proportion de clusters avec la fraction volumique, comme
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suggérée par les simulations de Cardinaux et coll. (Cardinaux et coll., 2011), serait alors
une explication de la divergence progressive de la courbe expérimentale par rapport a
une courbe convexe représentative d’'un comportement liquide de monomeéres (telle que
le modele de Carnahan-Starling). La zone concentrée, correspondant & des échantillons
solides, serait alors le siege d'un phénomene d’arrét dynamique, comme décrit par Cardi-
naux et coll. La correspondance des fractions volumiques de la transition de percolation
dans les simulations numériques effectuées par Cardinaux et coll. (& = 0,15) et de I'un
des premiers points de notre zone de transition (IT = 1,66 bars), ainsi que le fait que la
fraction volumique correspondant a larrét dynamique (® = 0,26), selon Cardinaux et
coll., soit située dans le « saut » de concentration de notre équation d’état, vont dans le
sens de cette hypothese.

D’autre part, les travaux de Retailleau et coll. (Retailleau et coll., 1997) montrent que la
solubilité du lysozyme, pour une concentration en NaCl comprise entre 0 et 50 mM est
située entre 300 et 370 gLt & pH6,5 (®= 0,21 & 0,26) et entre 190 et 250 gL' & pH8,4
(d= 0,14 a 0,18). Ces valeurs sont reportées avec I’équation d’état sur la figure . On
peut voir que les valeurs de solubilité dans des conditions voisines de pH7 et 20mM de
force ionique sont situées au niveau de la zone de transition. Le changement de phases
peut donc également étre de la cristallisation.

100
© pH7, 20mM

— Solubilité pHE,5
- - - Solubilité pH8,4
—— Carnahan-Starling

Pression osmotique (bar)

01

0.01 T T .
0.001 0.01 0.1 1

Fraction volumique

FIGURE 3.9 — Fquation d’état du lysozyme a pH 7 et 20 mM de force ionique et solubilités
du lysozyme a pH 6,5 et 8,4 déterminées par Retailleau et coll. (Retailleau et coll., 1997)
pour des concentrations de NaCl de 0 et 50 mM (droites pointillées)
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3.1.2 Réversibilité

Une équation d’état se définit par I'existence d’un état d’équilibre thermodynamique pour
tous ses points. Expérimentalement, une maniére de montrer qu’un diagramme (®, IT) est
une équation d’état est de varier les chemins thermodynamiques menant a ses points et de
vérifier leur similitude, notamment, dans le cas de compressions osmotiques, en effectuant
des expériences de compression-décompression (Bonnet-Gonnet et coll., 1994 ; Bouchoux
et coll., 2009).

ApH7 et 20mM de force ionique, des échantillons ont été comprimés & 44,3 bar, puis,
apres équilibre a cette pression, décomprimés a une pression inférieure a 44,3 bar (8,26 bar,
3,19 bar, 1,3 bar et 0,05 bar). Une vérification supplémentaire a été réalisée en comprimant
une solution-meére trois fois plus concentrée (150 gL'') & 3,19 bar. Les résultats présentés
sur la figure [3.10] montrent que les points de compression « classiques », de compression-
décompression et de compression & partir d'une solution a 150 gL'! sont confondus.

100 -

< pH7, 20mM
¢ Décompression depuis 50 bar oA
& Compression depuis 150g/L ‘,:",‘f’" \\‘
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F1GURE 3.10 — Equation d’état du lysozyme a pH7 et 20mM de force ionique, avec les
points obtenus par compression a 44,3 bar et décompression da une pression inférieure (lo-
sanges rayés) et par compression a partir d’une solution de concentration égale d 150 g L™
(triangles mouchetés). Les chemins de décompression sont symbolisés par les fleches poin-
tillées.
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On remarque en particulier que la déviation du diagramme du comportement liquide, qui
suivrait une tendance analogue a celle de Carnahan-Starling, au niveau de la zone de
transition et de la zone concentrée n’est pas un effet cinétique. Les diagrammes (®,IT)
établis pour le lysozyme a pH7 et 20 mM sont donc bien des équations d’état : dans
ces conditions physico-chimiques, a une fraction volumique ne correspond qu’'une seule

pression osmotique, et réciproquement.

L’existence d’un état d’équilibre en chaque point de notre équation d’état, en particulier
dans la zone concentrée, va a I’encontre de I'hypothese selon laquelle le systeme est dans

un état d’arrét dynamique, métastable (a l'instar d’un verre) dans la zone concentrée
(Cardinaux et coll., 2011), comme évoqué a la section [3.1.1]

3.2 Effet des conditions physico-chimiques

La théorie DLVO appliquée aux protéines considere que leurs répulsions a longue portée
obéissent a un potentiel écranté de Debye-Hitickel (voir section [1.3.4.4)). En particulier,
deux parametres sont susceptibles de faire varier le potentiel d’interaction électrostatique :

la charge des protéines (représenté par le terme Z) et I’écrantage des charges, a travers la
longueur de Debye x~*(voir section [1.1.5)).

3.2.1 Effet du pH

Afin de vérifier I'influence de la charge des protéines sur les interactions du lysozyme et de
I'ovalbumine, une équation d’état a été réalisée pour chacune de ces deux protéines dans
une condition ou leur charge nette en valeur absolue était inférieure a celle a pH7 : pH9
et 20mM de force ionique pour le lysozyme (charge +6,3¢) et pH5 et 20mM de force
ionique pour 'ovalbumine (charge -3,7¢€). La force ionique était gardée constante afin de
mesurer uniquement 'impact de la variation de charge. Les résultats sont présentés sur
la figure [3.11]

L’effet attendu d’une diminution de charge est une atténuation des répulsions électro-
statiques entre protéines et que un comportement du lysozyme et de l'ovalbumine se
rapprochant de celui des spheres dures. Ceci est illustré par la diminution du potentiel
électrostatique avec la charge de la protéine (figure . Ce potentiel W(r)a été calculé
a partir d'un potentiel de Debye-Hiickel entre des particules non ponctuelles sphériques

(voir section [1.3.4.4] équation [1.7]).
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FIGURE 3.11 — Equations d’état de 'ovalbumine a pH7 et pH 5, I=20mM (haut) et du
lysozyme a pH7 et pH 9, I=20mM (bas)
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FIGURE 3.12 — Potentiel d’interaction électrostatique en fonction de la fraction volumique.
Figure de gauche : lysozyme a 20mM de force ionique, et pH7 (ligne bleue, Z = 8,3 ¢ )et
9 (ligne rouge,Z = 6,3 €). Figure de droite : ovalbumine a 20 mM de force ionique, et pH 7
(ligne bleue,Z = —9,5¢)et 5 (ligne rouge,Z = 3,5¢).

Pour les deux protéines, on constate que les équations d’état a pHb5 et pH9 sont plus
proches du modele de Carnahan-Starling que leurs homologues a pH7, méme si cela
n’est valable que dans la zone diluée pour le lysozyme. En effet, il existe un « saut »
de concentration analogue a celui rencontré a pH7, menant a un « mur » situé a la
méme fraction volumique qu’a pH7. La zone de transition est cependant située a une
pression osmotique et a une fraction volumique plus basses a pHb5 qu’a pH7 : en effet, le
point a 1,3 bar est déja situé dans la zone concentrée pour pH 5, alors qu’il est toujours
dans la zone diluée a pH7. La zone de transition faisant écho a un passage vers une
prédominance des interactions attractives, nous pouvons supposer que la réduction des
répulsions électrostatiques par diminution de charge favorise ce phénomene et permet son

occurence a une pression osmotique et une fraction volumique plus faibles.

Quelques points de compression ont également été réalisés pour I'ovalbumine a un pH de
3,6 et différentes forces ioniques (20 mM, 150 mM et 2,02 M). Les résultats sont présentés
sur la figure [3.2.1]
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FIGURE 3.13 — Equations d’état de l'ovalbumine a pH 3,6 et 20mM (cercles verts clairs),
150 mM (cercles verts moyens) et 2,02 M de force ionique (cercles verts foncés). L’équation
d’état a pH7 et 20mM de force ionique est rappelé pour comparaison (cercles bleus vides).

Pour une méme fraction volumique, les points a pH 3,6 sont placés a des pressions osmo-
tiques tres inférieures a ceux correspondant a pH7 et sont méme, dans le cas de pH 3,6
et 2,02 M de force ionique, situés sous le modele de Carnahan-Starling. Cette position
relative montre que les attractions sont dominantes, malgré la tres forte charge nette de
la protéine a pH3,6 (431 e). Les données de Dumetz et coll. (Dumetz et coll., 2008b)
sur les valeurs de Bgs de 'ovalbumine dans des solutions de NaCl corroborent les notres :
contrairement a pH7 ou le By, reste quasi-constant et positif sur toute la gamme de
concentrations en NaCl testée (0-3,5 M), la valeur du second coefficient du viriel a pH 3
et 4 chute rapidement et devient négatif a partir de 1 M (pH3) ou 1,5 M (pH4) de NaCl.
La prédominance apparente des attractions dans les interactions entre molécules d’oval-
bumine a pH 3,6 est difficile a expliquer. En effet, nous avons montré précédemment que
les interactions étaient principalement répulsives a pH 7 sur toute la gamme de fractions
volumiques étudiée. Nous nous serions donc attendus a ce que les répulsions soient d’au-
tant plus marquées dans des conditions ou la charge nette de I'ovalbumine est plus élevée
en valeur absolue (431 e & pH 3,6 contre -7,5 e a pH 7).

103



3.2.2 Effet de la force ionique

L’ influence de la force ionique a été testée en réalisant des équations d’état a différentes
teneurs en NaCl, a pH7 : 15 mM et 130 mM de NaCl pour I'ovalbumine (forces ioniques
totales de 35mM et 150 mM) ; 15 mM, 130 mM et 2 M de NaCl pour le lysozyme (forces
ioniques totales de 35 mM, 150 mM et 2,02 M). Les résultats sont présentés sur la fi-
gure [3.15]

L’effet attendu d’une augmentation de force ionique est similaire a celui d’une diminution
de charge, a savoir une atténuation des interactions électrostatiques entre protéines (voir
figure et que un comportement du lysozyme et de 1’ovalbumine se rapprochant
de maniere similaire du modele de Carnahan-Starling. Or, ce n’est le cas pour aucune
des deux protéines et leur comportement lors de I'augmentation de la force ionique est
radicalement différent.

7 -
——pH7 20mM 45
= pH7 20mM
——pH7 35mM
] 7 1s0m 4 ——pH7 35mM
—p m
—pH7 150mM

—pH7 2.02M

WK

0 02 0.4 06 08 1 0 02 04 06 08 1

Fraction volumique Fraction volumique

FIGURE 3.14 — Potentiel d’interaction électrostatique du lysozyme (gauche) et de l’oval-
bumine (droite) a pH 7 et différentes forces ioniques, en fonction de la fraction volumique

Dans le cas de 'ovalbumine, les équations d’état a toutes les forces ioniques (20 & 150 mM)
sont superposées sur toute la gamme de pressions osmotiques. La comparaison avec les
données de Yousef et coll. (Yousef et coll., 2001), effectuées sur des solutions d’ovalbumine
dans I'eau a pH7 et différentes concentrations en NaCl, nous permet de constater que nos
points et ceux de Yousef et coll. & 150 mM et 500 mM de force ionique sont superposables

(figure [3.16).

104



100 -

o pH7, 20mM
@ pH7, 35mM o®
@ pH7, 150mM
° ®
—— Carnahan-Starling @
——- Van'tHoff
10 -
=
©
a
@
3
=
=]
£ 1
0
o
[=
2
"
0
@
f—
o
0.1 -
0]
0.01 T T ——T— T T T —
0.01 0.1 1
Fraction volumique
100 -
© pH7, 20mM
@ pH7, 35mM
@ pH7, 150mM
e pH7, 2.02M
10 —— Carnahan-Starling
——-- Van't Hoff
=
©
2
@
=
=2
=
g 1
0
o
c
S
[
7]
@
=
o
01
0.01 T T )
0.001 0.01 01 1

Fraction volumique
FI1GURE 3.15 — Equations d’état de l’ovalbumine a pH 7 et force ionique de 20 mM, 35 mM

et 150mM(haut) et du lysozyme a pH7 et force ionique de 20mM, 35mM, 150mM et
2,02 M (bas)
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En revanche, les points de Yousef et coll. a 10 mM de NaCl sont situés a des pressions
osmotiques supérieures a celles de nos équations d’état, a méme fraction volumique. Yousef
et ses collaborateurs interpretent la différence entre les points a 10 mM de NaCl d’une part,
et ceux a 150 mM et 500 mM d’autre part comme un signe qu’a 10 mM, la force ionique
n’est pas suffisante pour écranter totalement les charges des molécules d’ovalbumine,
générant une forte répulsion, en particulier dans la zone semi-diluée ot les distances entre
protéines sont plus faibles.

En revanche, une force ionique de 150 mM est suffisante pour écranter totalement les
charges, ce qui explique que la pression osmotique n’évolue plus a force ionique supérieure
(500 mM). Nous pourrions donc supposer que 20 mM de force ionique sont suffisants
pour écranter totalement les charges des molécules d’ovalbumine, expliquant I’absence de
différence entre les équations d’état a 20, 35 et 150 mM de force ionique. Cependant,
les pressions osmotiques des solutions d’ovalbumine restent, méme a 500 mM de force
ionique, beaucoup plus fortes que celles du modele de Carnahan-Starling, contredisant
I’hypothese de I’écrantage total des répulsions.

10 -
© pH7, 20mM

@ pH7, 35mM
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8 Y ousef 10mM @
- 4 Yousef 150mM
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FIGURE 3.16 — Equations d’état de l'ovalbumine a pH7 et 20, 35 et 150mM de force
ionique (ronds bleus) et données de Yousef et coll. (Yousef et coll., 2001) obtenues par
osmométrie a membrane pour des solutions d’ovalbumine a pH 7 et 10, 150 et 500 mM de
force ionique (triangles oranges).
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Dans le cas du lysozyme en revanche, la force ionique possede une forte influence sur I’em-
placement des équations d’état, jusqu’a 2,02 M de force ionique. L’augmentation de force
ionique déplace les équations d’état vers les plus basses pressions, a fraction volumique
égale, témoignant d'une diminution des répulsions entre objets. Contrairement a 'impres-
sion donnée par la représentation log-log, le déplacement n’est cependant pas constant
sur la gamme de fractions volumiques correspondant a la zone diluée. Les équations pour
des forces ioniques de 20 a 150 mM révelent des compressibilités différentes, qui sont de
plus en plus élevées & mesure que la force ionique augmente (figure .
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FIGURE 3.17 — Zoom sur la zone diluée des équations d’état mettant en évidence la diffé-
rence de pente initiale

Cela peut s’expliquer par la faible importance des répulsions électrostatiques a tres faible
fraction volumique, du fait du grand éloignement des protéines (ex. a une fraction volu-

mique de 0,01, la distance moyenne inter-particules, calculée par la formule d = ( L

est d’approximativement 12 A, soit environ 6 fois la longueur de Debye pour une force
ionique de 20 mM). Lorsque la fraction volumique augmente, les répulsions électrosta-
tiques deviennent de plus en plus sensibles et la force ionique joue un réle de plus en plus
important dans I’écrantage des interactions. Ceci est illustré par le tracé du potentiel d’in-
teraction électrostatique en fonction de la fraction volumique, pour les différentes forces
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ioniques (figure |3.14)).

On remarque également que la valeur de pression osmotique correspondant au plateau
diminue lors de 'ajout de NaCl, jusqu’a disparaitre a une force ionique de 2,02 M. Cela
peut s’expliquer par le fait que 'on a, au niveau de cette transition, passage d’un systeme
dominé par les répulsions a un systeme dominé par les attractions. Nous pouvons supposer
que la diminution des répulsions par ajout de NaCl augmente le poids des interactions
attractives et génere la transition vers un systeme dominé par les attractions a une fraction

volumique plus faible.

En revanche, les fractions volumiques atteintes dans la zone concentrée sont similaires
pour toutes les conditions, suggérant que le systeme final est unique, quelles que soient
les conditions physico-chimiques de départ, du moins dans nos gammes de pH et de force

ionique.

Moon et ses collaborateurs (Moon et coll., 2000) ont réalisé, par osmométrie & membrane,
des mesures de pression osmotique de solutions de lysozyme a pH 7 en présence de sulfate
d’ammonium, a différentes fractions volumiques. Leurs résultats sont présentés avec les
notres sur la figure [3.18

Cette comparaison, a laquelle s’ajoutent les conclusions sur I’ovalbumine, met en avant
la spécificité de chaque protéine quant a sa sensibilité aux différents sels (Collins, 2004 ;
Kunz et Ninham, 2004 ; Bostrom et coll., 2005 ; Zhang et Cremer, 2006 et 2009 ; Lo Nostro
et Ninham, 2012 ; Paterova et coll., 2012; Rembert et coll., 2012 ; Kurut et Lund, 2013).
En effet, nous avons pu voir dans le cas de 'ovalbumine a pH7 qu’au-dela d'une force
ionique de 20 mM, la position des équations d’état ne varie plus (Yousef et coll.,; 2001). En
revanche, 'influence du bis-tris propane et du NaCl sur le lysozyme est tout autre : une
concentration croissante en NaCl a pH 7 déplace les équations d’état vers les plus faibles
pressions, témoignant d’une action de ce sel sur les interactions entre protéines jusqu’a
une concentration supérieure a 150 mM. D’autre part, les données de Moon et coll. (Moon
et coll., 2000) montrent que I'influence du sulfate d’ammonium sur les interactions entre
molécules de lysozyme a pH7 n’est probablement effective que jusqu'a 1 M de sulfate
d’ammonium, et que 2 M de NaCl génerent une pression plus faible que 3 M de sulfate

d’ammonium.

Pour les deux protéines, 1’évolution de la morphologie des échantillons est similaire a
celle observée a pH7 et 20 mM de force ionique, présentée dans la section [3.1.1], a la
seule exception du lysozyme a pH7 et 2,02 M de force ionique, dont la morphologie sera
commentée section [3.2.3] L'effet de la force ionique sur le décalage, en termes de pression
osmotique et de fraction volumique, des trois zones définies pour les équations d’état
du lysozyme se retrouve dans le décalage des changements d’état morphologiques des
échantillons. En particulier, la solidification des échantillons s’effectue toujours au niveau
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du « saut » de concentration.
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FIGURE 3.18 — Pressions osmotiques de solutions de lysozyme a pH 7 en présence de NaCl
(ronds bleus) et de sulfate d’ammonium (tiré de (Moon et coll., 2000), triangles rouges)

3.2.3 Cas particulier du lysozyme a pH7 et I1=2,02M

Le diagramme (®, IT) du lysozyme & pH7 et 2,02 M de force ionique présente une appa-
rence différente de celle des équations d’état dans les autres conditions. En effet, on ne
trouve pas trace des trois zones précédemment définies, mais une augmentation progres-
sive de la pression avec la fraction volumique. Il n’existe pas de plateau dans la gamme
de fractions volumiques étudiées. Les phénomenes intervenant lors de la concentration
d’une solution de lysozyme a pH7 et 2,02 M de force ionique semblent différents de ceux

intervenant pour les autres conditions.

Un premier indice permettant de comprendre le devenir d’une solution de lysozyme
concentrée a a pH7 et 2,02 M de force ionique nous est donnée par I'apparence des
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échantillons, lorsque les sacs de dialyse sont remplis avec la solution-mere a 50 g L™t puis
laissés sous compression osmotique toute la nuit. Au matin, les échantillons a 0,44 et
1,3 bar présentent 1'aspect montré sur la figure [3.19} Des billes blanches, possédant un
diametre de l'ordre de la centaine de micrometres, se sont formées spontanément et ont
sédimenté au fond du sac (0,44 bar) ou 'ont totalement rempli (1,3 bar). Ces billes sont
fragiles et se redispersent aisément lorsqu’on les écrase.

Les travaux de Grigsby et coll. (Grigsby et coll., 2001) ont montré que le cloud point du
lysozyme (& ¢c=87 gLt) a4 pH7 et 2 M de NaCl se situait au-dessus de 40 °C, ce qui est
bien supérieur a notre température de travail. Par conséquent, il est probable qu'un phéno-
mene de séparation de phases liquide-liquide intervienne dans nos échantillons. Les billes
obtenues seraient alors des « fossiles » des gouttelettes de phase dense, dans lesquelles,
du fait de la poursuite de la concentration durant leur formation, la limite d’agrégation
aurait été dépassée. Les gouttelettes auraient donc été figées avant que ne se produise une
éventuelle séparation de phases totale et auraient sédimenté au fond des sacs.

FI1GURE 3.19 — Photographies d’échantillons de lysozyme a pH 7 et 2,02 M de force ionique,
soumis & une pression de 0,44 bar (A) et 1,3 bar (B) durant une nuit

Cette hypothese devra étre vérifiée par des expériences futures, comme 'observation mi-
croscopique et des mesures de turbidité de la solution a différents temps au cours de sa
concentration. La variation de la température, qui déplace la transition liquide-liquide,
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apporterait également des éléments pour confirmer ou infirmer notre hypothese, cepen-
dant la relation entre concentration massique en PEG 20000 et pression osmotique n’est
connue qu’a 20 °C pour la gamme de pressions que nous utilisons. L’utilisation d’un autre

polymere stresseur (dextran, PEG de masse molaire différente) serait donc obligatoire.

3.2.4 Réversibilité

La réversibilité thermodynamique de la compression a été testée pour les autres conditions,
de deux fagons différentes. La réversibilité a pH7 et 150 mM de force ionique, et pH9
et 20 mM a été testée de la méme fagon que pour pH7 et 20 mM de force ionique. En
revanche, la réversibilité & pH 7 et 35 mM de force ionique a été testée en comprimant des
échantillons de lysozyme a différentes pressions osmotiques (1,3 et 44,3 bar), puis en les
décomprimant & une méme pression (0,64 bar). Les résultats pour pH7 & 35 et 150 mM

de force ionique sont présentés sur la figure [3.20]
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FIGURE 3.20 — Equations d’état du lysozyme a pH7 et 150 mM de force ionique (gauche)
et a pH7 et 35 mM de force ionique (droite), avec les points obtenus par compression puis
décompression (losanges rayés). Le chemin de décompression est symbolisé par les fléches
pointillées.

Les expériences de décompression pour pH 9 et I =20 mM n’ont été effectués que pour une
décompression a 0,05 bar. L’accord avec le point de compression simple est bon, comme

montré sur la figure [3.21]

Les phénomenes intervenant lors de la concentration de la solution a pH 9 étant similaires
a ceux a pH7 et a une force ionique inférieure ou égale a 150 mM, comme montré dans
la section 4.1], et la réversibilité thermodynamique par compression osmotique ayant été

montrée a pH 7 dans cette gamme de forces ioniques, nous pouvons considérer, méme en
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I'absence de points supplémentaires, que le diagramme (®, II) & pH9 et 20 mM de force

ionique est une équation d’état.
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F1GURE 3.21 — Fquation d’état du lysozyme a pH9 et 20mM de force ionique, avec les
points obtenus par compression puis décompression (losanges rayés). Le chemin de dé-
compression est symbolisé par la fleche pointillée.

Aucune expérience de réversibilité n’ayant été menée sur des échantillons a pH 7 et 2,02 M
de force ionique et le phénomeéne intervenant (séparation de phases liquide-liquide) pos-
sédant une forte composante métastable, nous ne pouvons en revanche pas affirmer de
fagon certaine que le diagramme (®, IT) obtenu dans ces conditions physico-chimiques est

une équation d’état.

3.2.5 Importance de la prise en compte des contre-ions

Le calcul des coefficients du viriel, et en particulier du second coefficient du viriel By,
est un moyen communément utilisé pour qualifier les interactions dans les solutions de
protéines (George et Wilson, 1994 ; Rosenbaum et Zukoski, 1996; Neal et coll., 1999;
Velev et coll., 1999, Curtis et coll., 2002 ; Tessier et coll., 2002 ; Dumetz 2008a et 2008b ;
Mehta et coll., 2012). L’expression de la pression osmotique en fonction des coefficients

du viriel et de la concentration est (Neal et coll., 1999) :

II C
ﬁ:m+32202+32303+... (31)

avec R la constante des gaz parfaits (8.31 Jmol! K1), T la température (en K), C la
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concentration (en gm), M, la masse molaire de la protéine (en gmol™) et By les coeffi-

cients du viriel (en molm? g?).

Dans notre calcul, I'expansion du viriel a été limitée aux interactions de paire :

dott 0o
1
B = (RT N Mm) (02) (3:3)

Le tracé des valeurs du By, en fonction de la force ionique, en considérant cette derniere
égale a la force ionique du tampon, est présentée sur la figure pour les différentes
conditions. Les valeurs de By, situées au-dela du « saut » ne sont pas représentées, car
incohérentes de par I’état solide du systeme. Les valeurs a pH7 et 2 M de NaCl ne sont
également pas représentées, du fait de l'incertitude sur 1’état d’équilibre du systeme au
niveau de ces points.
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FIGURE 3.22 — Second coefficient du wviriel (Bsg) du lysozyme en fonction de la force
tonique, a partir de l’équation d’état

Pour une force ionique donnée, nous trouvons une large gamme de valeurs de Bgs , ce qui
ne permet pas de déterminer une tendance. De plus, la gamme de Bss pour 20 mM de
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force ionique est différente aux deux pH considérés (pH 7 et pH9).

Si nous faisons ’hypothese que la force ionique « effective » a prendre en compte dans les
calculs d’interactions protéine-protéine devait inclure celle induite par les contre-ions des
protéines, alors elle est égale a :

1 1
Ieffective = Itampon + §Ccontr67ions = Itampon + izpcp (34)

avec Ligmpon la force ionique induite par le tampon, Ceontre-ions la concentration molaire en
contre-ions monovalents (Cl), Z, la charge nette de la protéine et C, la concentration

molaire de la protéine.

Un nouveau tracé de By en fonction de la force ionique « effective », prenant en compte les
contre-ions, est présenté sur la figure 3.23] Les données de Velev (Velev et coll., 1998) sur
des solutions de lysozyme a pH7 et 9, en présence de 1 et 3 M de NaCl, sont représentées

sur la méme figure pour comparaison.
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FIGURE 3.23 — Second coefficient du wviriel (Bsg) du lysozyme en fonction de la force
ionique, avec prise en compte des contre-ions. Les données extraites des équations d’état

du lysozyme sont représentées en symboles pleins; les données tirées des travauzr de Velev
[ Veleuv et coll., 1998] sont représentées en symboles creus.

L’adéquation de la forme des courbes avec celles classiquement connues pour des protéines
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ainsi qu’avec les données de la littérature, suggerent que dans nos gammes de concentra-
tions, la prise en compte des contre-ions dans le calcul de la force ionique est indispensable
pour rendre compte des interactions. Ces contre-ions, participant a ’environnement io-
nique de la protéine, ne sont classiquement pas pris en compte dans les tracés de Bgy
en fonction de la force ionique, cependant les concentrations en protéine utilisées dans
la littérature sont tres faibles en regard des notres (0-20 gLt (George et Wilson, 1994 ;
Rosenbaum et Zukoski, 1996 ; Velev et coll., 1998 ; Moon et coll., 2000 ; Curtis et coll.,
2002)). La force ionique induite par les contre-ions dans ces expériences est donc faible, en
particulier en comparaison des concentrations en sels utilisées (plusieurs molaires). Dans
notre cas en revanche, les concentrations en sel n’excedent pas 150 mM et les fortes concen-
trations en protéine, associées a leur charge non négligeable, impliquent une concentration

significative en contre-ions.

Un autre argument jouant en faveur de la prise en compte des contre-ions dans le calcul de
la force ionique découle du calcul théorique de la pression osmotique a partir des potentiels
d’interaction protéine-protéine. La théorie de van der Waals généralisée permet d’obtenir

une relation entre pression et potentiel d’interaction en utilisant une approche champ

moyen. Soit un systéme comprenant N molécules de rayon a et de volume v = %W@S,

dispersées dans un volume V| la pression osmotique s’écrit alors :

N [e'e)
I :+27T2/ w (r) rdr 3.5
Bllgpaw V= No p2aﬁ() (3.5)
avec p = % la densité numérique des particules, r la distance centre-a-centre des particules,
p= kBLT et w(r) un potentiel d’interaction effectif.

Le premier terme est une composante de volume exclu, tandis que le second terme contient

I’énergie moyenne par particule, de fagon similaire a ’expression de van der Waals origi-
nelle (voir section [1.3.5.2)).

Nous avons chois de remplacer le terme de volume exclu, -~

V—Nuv?’
pression selon le modele de Carnahan-Starling. En effet, ce modele décrit de maniere plus

par 'expression de la

précise les interactions stériques de spheres dures et décrit bienla tendance des données

obtenues par Rickard et coll. (Rickard et coll., 2010) a tres haute fraction volumique (voir

figure :

NkpT (3.6)

Nous avons choisi un potentiel d’interaction effectif w (r) composé d'un potentiel de Ha-

maker wy(r) et d'un potentiel de Debye-Hiickel wpy(r) :
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wy(r) = H [ijtﬂcfjt? In (rQ—dQN (3.7)

r2

won(r) = 47T<€108r (1 fia) = (_R:’T 2 (3:8)
w (r) = wg (r) + wpy (1) (3.9)

Le potentiel de dispersion de Hamaker ajoute une composante attractive au modele, tandis

que le potentiel de Debye-Hiickel ajoute une composante électrostatique répulsive écrantée.

avec H la constante de Hamaker, d la distance minimale d’approche des particules (cou-
ramment prise comme étant égale a 2a), k U'inverse de la longueur de Debye, g la per-

mittivité du vide, €, la permittivité relative du milieu, e la charge élémentaire.

Des tests d’ajustement de ce modeéle, avec et sans prise en compte des contre-ions dans I'ex-
pression de la force ionique ont tout d’abord été réalisés sur I’équation a pH 7 et 1 =20 mM
du lysozyme, pour des fractions volumiques situées avant le « saut » de I’équation d’état.
Comme montré sur la figure [3.24] méme apres ajustement, le modele ne prenant pas en
compte les contre-ions dans ’expression de la force ionique ne reproduit pas la tendance
de I’équation d’état. Le modele prenant en compte les contre-ions dans I'expression de la

force ionique reproduit en revanche bien mieux la tendance de 1’équation d’état.
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FIGURE 3.24 — Modeles d’équations d’état établis en considérant une composante de répul-
sion stérique (Carnahan-Starling), une composante de répulsion électrostatique écrantée
(Debye-Hiickel) et une composante de dispersion (Hamaker). Les forces ioniques utilisées
pour le potentiel de Debye-Hiickel ont été calculées avec (courbe bleue) et sans (courbe
rouge) prise en compte des contre-ions de la protéine. La charge nette de la protéine est
de +8,3 e et les valeurs de la constante de Hamaker correspondant au meilleur ajustement
sont de 1,963 kgT (courbe bleue) et 40,4 kgT (courbe rouge).

Nous avons ensuite comparé notre modele aux équations d’état du lysozyme a pHT7 et
I=20mM, pH7 et I =150 mM et pH9 et [ =20 mM en effectuant un ajustement simul-
tané sur les trois conditions, dans la méme gamme de fractions volumiques que précédem-
ment, en prenant en compte les contre-ions dans la force ionique, en utilisant les charges
nettes théoriques du lysozyme (+8,3 e a pH7 et 46,3 e & pH9) et en gardant une valeur
commune de la constante d’Hamaker pour les trois conditions. Le meilleur ajustement
global a été obtenu pour H = 1,963 kgT" et est présenté sur la figure |3.25|
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FIGURE 3.25 — Modéles d’équations d’état établis a pH7 et 1 =20 mM, pH 7 et 1 =150 mM
et pH9 et 1 =20 mM, en considérant une composante de répulsion stérique (Carnahan-
Starling), une composante de répulsion électrostatique écrantée (Debye-Hiickel) et une
composante de dispersion (Hamaker). La constante d’Hamaker est de 1,963 kgT et les
charges nettes utilisées sont les charges théoriques (+8,3 e a pH7 et +6,3 ¢ a pH9).

Il est a noter cependant que le potentiel de Hamaker diverge a la distance minimale
d’approche entre les protéines (2a). Afin de pouvoir effectuer 'intégration numériquement,
nous avons du utiliser une borne d’intégration inférieure de 2a + 0 au lieu de 2a (Wu
et Prausnitz, 1999), avec § choisi comme étant égal a 210" m. Méme si la qualité de
I’ajustement du modele aux données expérimentales reste le méme en faisant varier 9, cette
variation influe sur la valeur de H tirée de 'ajustement global. La valeur de 1,963 kgT
doit donc étre considérée comme une valeur empirique liée aux bornes d’intégration et

non comme une valeur absolue.
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Les équations d’état issues de notre modele reproduisent qualitativement 'allure de nos
équations d’état expérimentales. En particulier, l'ajustement a 1’équation d’état a pH9 et
I =20 mM est tres bon. Cependant, nous constatons que la position, en termes de pression
osmotique, est imparfaite dans les deux autres conditions. A méme fraction volumique,
la pression osmotique du modele est inférieure a la pression expérimentale pour pH7
et I =20 mM et supérieure a la pression expérimentale pour pH7 et =150 mM. La
seule maniére d’ajuster notre modele parfaitement aux valeurs expérimentales pour les
trois conditions serait d’attribuer une taille de protéine ou une valeur de la constante de
Hamaker différentes pour chaque condition, ou de considérer des charges tres éloignées de
leur valeur théorique (jusqu'a AZ = 4e). Ne possédant aucun élément qui permettrait
de justifier 'une ou 'autre de ces modifications, nous ne pouvons que supposer que les
écrats entre les données expérimentales et issues du modele sont dus a la non-sphéricité
de la protéine et a l'anisotropie de répartition des charges et des patchs hydrophobes sur
la surface de la protéine. En effet, notre modele est basé sur des objets sphériques, rigides
et dont la charge est homogene.

3.3 Conclusion

La compression osmotique est une méthode de concentration avantageuse car simple,
permettant de controler aisément les conditions physico-chimiques du milieu et de couvrir
une large gamme de pressions osmotiques. Notre protocole a permis d’établir des équations
d’état, reliant la pression osmotique imposée a la fraction volumique en protéine, de deux
protéines globulaires, le lysozyme et I'ovalbumine. Ces équations d’état, établies sur une
gamme étendue de fractions volumiques (® = 0,01—0, 62), correspondent & une succession

d’états en équilibre thermodynamique.

Ces équations ont fait apparaitre des différences dans la nature et 1’évolution des in-
teractions intermoléculaires lors de la concentration du lysozyme et de 'ovalbumine. Le
lysozyme montre en effet la présence conjointe d’interactions répulsives et attractives, dont
I’équilibre est déplacé vers les attractions lors de 1’ajout de sel, réduction de la charge de
la protéine ou concentration des protéines (de par 'augmentation de la densité en contre-
ions). L’ajout de sel et la réduction de charge de la protéine jouent particulierement sur la
position de la zone diluée, occasionnant une diminution de la pression osmotique a méme
fraction volumique. L’influence des contre-ions se fait davantage ressentir au niveau de la
zone de transition, causant la courbure de I’équation d’état puis une transition de phases

brusque vers un état peu compressible (zone concentrée).

Les interactions entre les molécules d’ovalbumine semblent en revanche étre uniquement

de nature répulsive & pH7 et ne pas étre sensibles a I’ajout de sel (NaCl) au bis-tris pro-
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pane a 20 mM de force ionique. Comme pour le lysozyme en revanche, la diminution de la
charge de la protéine via le pH va de pair avec une diminution de la pression osmotique a
méme fraction volumique. Il n’existe pas de transition de phases claire pour ’ovalbumine,
méme si les échantillons possedent la texture d'un solide souple aux plus hautes fractions
volumiques et que I’évolution de la fraction volumique en fonction de la pression osmo-
tique montre un état final peu compressible (9,4, ~ 0,62). L’équation d’état ne dévie
apparemment pas d’un comportement liquide analogue a celui de spheres dures, méme
si I’écart systématique avec Carnahan-Starling, témoignant d’un comportement répulsif

maintenu jusqu’aux fractions volumiques les plus élevées, reste a expliquer.

Un certain nombre de questions restent en suspens afin de compléter I'interprétation de
ces équations d’état :

Quelle est la nature de la transiton de phases vue pour le lysozyme (transition vitreuse,
clusters, cristallisation) ? Quelle est la nature de la solution dense obtenue pour les solu-
tions d’ovalbumine les plus concentrées ? Quelle différence avec celle obtenue dans le cas du
lysozyme ? Comment expliquer I'incompressibilité du systeme aux plus hautes pressions
osmotiques ?

Les analyses structurales des protéines et des solutions concentrées de protéines obtenues
par compression osmotique, présentées dans le chapitre suivant, apportent des données
pour comprendre les différences entre les équations d’état du lysozyme et de I'ovalbumine

et éclairent la nature des phases observées.
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Chapitre 4

Les analyses structurales indiquent
I’état physique des phases de

protéines
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Les équations d’état ont fait apparaitre de nombreuses différences dans le comportement
de deux protéines globulaires, le lysozyme et 1’ovalbumine, montrant ainsi la spécificité
de leur comportement. En particulier, nous avons montré que la nature de la transition
solide-liquide est différente pour ces deux protéines, bien que les équations d’état n’aient
pas permis a elles seules de déterminer la nature de ces transitions. Pour cela, nous avons
besoin de techniques d’analyse donnant directement acceés aux informations structurales
du systeme.

La diffusion des rayons X aux petits angles est une méthode donnant acces a la fois a la
structure d’une solution et a celle des particules dispersées. Elle a en outre été utilisée
pour la caractérisation structurale de solutions de protéines concentrées (Zhang et coll.,
2007, Zhou et Bilsel, 2014), dont le lysozyme (Stradner et coll., 2004 et 2006, Shukla
2008a) et I'ovalbumine (Ianeselli et coll., 2010). Cependant, la gamme de concentrations
étudiée pour ces deux protéines (¢ < 0,22) a toujours été inférieure a celles rencontrées
dans la zone des équations d’état ou les échantillons sont sous forme solide. Les mesures
que nous avons réalisées sur des solutions de lysozyme et d’ovalbumine a haute fraction
volumique (¢ > 0, 33), dans plusieurs conditions physico-chimiques, nous ont permis de
déterminer la nature des transitions liquide-solide pour ces deux protéines et leur devenir

dans la zone la plus concentrée de nos équations d’état.

4.1 Le plateau est un signe de la cristallisation du

lysozyme

Les échantillons de lysozyme ont été analysés en diffusion des rayons X aux petits angles
a partir de 3,19 bar pour les conditions suivantes : pH7 et 20 mM de force ionique, pH7
et 150 mM de force ionique, pH9 et 20 mM de force ionique. Dans le cas de pH7 et pH9
a 20 mM de force ionique, une analyse supplémentaire a été réalisée a 1,3 bar. Tous les
spectres concernent des échantillons solidifiés, sauf celui de 1’échantillon a pH 7, 20 mM
de force ionique, 1,3 bar.

Le facteur de structure obtenu a partir de ce dernier échantillon est présenté sur la fi-
gure [4.1] Dans ces conditions, soit pH7, 20 mM de force ionique, 20 °C et 1,3 bar de
pression osmotique, la fraction volumique en protéine est de 0,123. Or, I'un des facteurs
de structure présentés par Stradner et coll. sur des solutions de lysozyme a pH 7,8, 20 mM
de force ionique et 25 °C correspond & une concentration en protéine de 169 gL, soit
® = 0,12 avec un volume spécifique partiel v = 0,712 mL g (Stradner et coll., 2004). La
concentration en lysozyme et les conditions physico-chimiques étant proches des notres,
le facteur de structure obtenu par Stradner et coll. est également reporté sur la figure 4.1

pour comparaison.
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On constate que le pic situé a plus petits ¢ et correspondant, selon Stradner et coll.,
aux distances inter-clusters, est situé a une position tres proche, mais non identique, sur
nos spectres de SAXS (¢ = 0,091 A-1, soit d ~ 69 A) et sur ceux de Stradner et coll.
(g ~ 0,096 Al soit d ~ 65 A) Ceci peut étre expliqué par la plus faible température
(20 °C) dans nos expériences que dans celles de Stradner et coll. (25 °C). En effet, les
positions ¢ du pic inter-clusters déterminées par Stadner et coll. a 15 et 25 °C situeraient
celui & 20 °C vers 0,09 A! pour une fraction volumique ® = 0,122 (Stradner et coll.,
2006), ce qui est cohérent avec nos observations.

12 — Compression pH7, 20mM, 1,3 bar (1)

—— Compression pH7, 20mM, 1,3 bar (2)

© Stradner et coll. (2004)

Sen(d)

0.01 ‘ I 01 I I 1
q (A7)

FIGURE 4.1 — Facteurs de structure des échantillons de lysozyme comprimés a pH 7, 20 mM
de force ionique et 1,8 bar de pression osmotique (lignes bleues) et des échantillons de
lysozyme concentrés a pH 7,8 et 20mM de force ionique par Stradner et coll. (Stradner et
coll., 2004) (cercles vides). Les spectres ont été ajustés verticalement pour permettre une
meilleure lecture.

En revanche, le second pic est situé a des valeurs de ¢ légerement plus élevées dans notre
cas (g = 0,3 A', soit d ~ 21 A) que dans celui de Stradner et coll. (¢ = 0,24 A, soit
d ~ 26 A). Ce pic correspondrait aux distance inter-monomeres dans les clusters. Cette
différence est en contradiction avec les résultats de Stradner et coll., qui montrent que la
position de ce pic est indépendante de la température, de la concentration en protéine et
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de la concentration en sel (Stradner et coll., 2006).

Les facteurs de structure obtenus sur des échantillons solidifiés présentent un aspect tota-
lement différent. Le premier constat, frappant, est la présence de nombreux pics de Bragg
pour des valeurs de ¢ supérieures a 0,8 A1, La figure donne un exemple pour pH 7 et
20 mM de force ionique. Ces pics dominent totalement les spectres et il n’est plus possible

de distinguer de bosses de structure.

1E+08 —3,19 bar

—20,64 bar
1E+05 —44 3 bar

1E+04

1E+03

Sen(a)

1E+02

1E+01

1E+00

1E-01

1E-02
0.001 0.01 0.1 1

q(A)

FIGURE 4.2 — Facteurs de structure obtenus sur des échantillons de lysozyme a pH7 et
20mM de force ionique, comprimés a 3,19 bar (ligne bleue), 20,64 bar (ligne violette)
et 44,3 bar (ligne rouge). Les spectres ont été ajustés verticalement pour permettre une
meilleure lecture.

Ces pics de Bragg sont le signe que les échantillons sont majoritairement, sinon totale-
ment, composés de cristallites. Cette conclusion est cohérente avec les observations en
microscopie confocale effectuées sur un échantillon de lysozyme comprimé a pH 7, 20 mM
de force ionique et une pression osmotique de 44,3 bar (figure .

On observe en effet des objets de plusieurs micrometres de longueur, présentant de nom-
breuses lignes de clivage (probablement dues a la pose de I’échantillon sur la lame de
microscope) et remplissant la majeure partie de I’échantillon. La matrice les entourant est
trés probalement de la solution de coloration qui s’est infiltrée dans I’échantillon.

La quantité de pics de Bragg et leur bonne définition nous a permis d’analyser plusieurs
spectres SAXS comme des spectres de poudre. L’ajustement a été réalisé en utilisant un
modele de systeme tétragonal, de groupe d’espace P432,2, correspondant a une forme bien
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connue des cristaux de lysozyme (Wilson et coll.,1992; Vaney et coll., 1996 ; Cipriani et
coll., 2012 ; Grobelny et coll., 2014).

FIGURE 4.3 — Photographies en microscopie confocale d’un échantillon de lysozyme a pH 7
et 20mM de force ionique, comprimé da 44,3bar. Les échelles sont de 50 um (photo de
gauche) et de 20 um (photos du milieu et de droite).

Les parametres de maille (a, b) étaient laissés flottants. L’ajustement nous a permis de
déduire les fractions volumiques de lysozyme dans les cristaux, en utilisant la formule
donnée par Drenth (Drenth, 2007) (voir section [L.4.1)). Les résultats sont donnés dans le
tableau 4.1l

90° ¢
A
a
N 90°
a
Condition a(A) c(A) Fraction volumique

pH7, 1=20mM, 8,26 bar 78,26 38,98 0.567
pH7, 1=20mM, 20,64 bar 77,77 38,64 0.579
pH7, 1=20mM, 44,3 bar 78,01 39,00 0.570
PH7, 1=20mM, 44,3 bar 78,02 39,00 0.570
pH7, I=150mM, 3,19bar 77,89 38,30 0.583
pH7, 1=150mM, 3,19 bar 77,81 38,38 0.583
pH7, 1=150mM, 8,26 bar 78,16 38,88 0570
pH7, 1=150mM, 8,26 bar 78,06 39,01 0.570
77,82 38,94 0.574
77,73 38,86 0.577

TABLE 4.1 — Valeurs de parametres de maille obtenus par ajustement d’un modéle cris-
tallin tétragonal de groupe d’espace P432;2 aux données SAXS d’échantillons de lysozyme
et fraction volumique en protéine dans le cristal déduite des praameétres de maille
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En reportant les valeurs obtenues sur nos équations d’état, on constate que les fractions
volumiques dans nos échantillons et déduites de I'analyse des spectres SAXS sont tres
proches (figure [4.4). Nous en déduisons que les échantillons sont entierement cristallisés.

Nous pouvons donc émettre 'hypothese que le « plateau » vu sur nos équations d’état est
le signe d’une transition liquide-cristal. Lorsque la solubilité a été dépassée (Retailleau et
coll., 1997) et des que la sursaturation est suffisante, la cristallisation (nucléation et crois-
sance) se déroule sans barriere énergétique. Les molécules de lysozyme sont incorporées
dans des cristallites, jusqu’a 'apparition d’une seule phase, cristalline, de méme potentiel

chimique, car générant la méme pression osmotique, que le liquide originel.

100 100
OpH7, 20mM @pH7, 150mM
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FIGURE 4.4 — Fractions volumiques déduites des spectres SAXS de cristaux de lysozyme
dans les échantillons comprimés (losanges jaunes), reportés sur les équations d’état cor-
respondantes

Nous pouvons ainsi proposer une interprétation pour 1I’évolution de nos équations d’état

avec la fraction volumique. En effet, nous constatons que la gamme de fractions volumiques
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favorables a la formation des clusters observés par Stradner et coll. (Stradner et coll., 2004)
recouvre la zone de transition (figure , a savoir la zone ou la courbure de I’équation
d’état a lieu et ou les interactions entre protéines, jusqu’alors dominées par les répulsions
électrostatiques, basculent progressivement vers une prédominance des attractions du fait
de I’écrantage par les contre-ions (voir section [3.2.5]).

100
O pH7, 20mM

—— Carnahan-Starling

--------- Gamme de clusters dynamiques (Stradner et coll., 2004)

o
3 o)
2 5
=
g 9<§§9C
g
g 1 o
w
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f=4
& o
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o
o
01
o
0.01 T T 1
0.001 0.01 0.1 1

Fraction volumique

FIGURE 4.5 — Gamme de fractions volumiques ot des clusters dynamiques de lysozyme
ont été observés par Stradner et coll. (Stradner et coll., 2004), reportée sur l’équation
d’état du lysozyme a pH 7 et 20mM de force ionique

Nous pouvons supposer qu’aux fractions volumiques les plus faibles, a savoir dans la zone
diluée, les répulsions sont trop fortes pour que les monomeres de lysozyme puissent s’as-
sembler en clusters. Puis, ’écrantage progressif par les contre-ions ameéne a un équilibre
attraction/répulsion permettant la formation des clusters. Nous pouvons imaginer que les
clusters deviennent de plus en plus grands avec ’augmentation de la fraction volumique
et de la concentration en contre-ions, comme c’est le cas lors de l'augmentation de la
teneur en sel dans les expériences de Stradner et coll. (Stradner et coll., 2006), jusqu’a
ce que les répulsions soient si faibles qu’il n’existe plus de barriere a la cristallisation :
la formation de clusters est préemptée par la cristallisation. La fraction volumique du
systeme, cristallin, est alors déterminé par celle de la protéine dans les cristaux, les varia-
tions de fraction volumique étant causés par une variation des parametres de maille avec

la pression osmotique.

Cette hypothese permet également d’expliquer la différence entre nos équations d’état et
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les points mesurés par Rickard et coll. (Rickard et coll., 2010) (voir section[3.1.1)). En effet,
la cinétique de la concentration de leur solution de lysozyme est tres rapide et aboutit a
une phase qu’ils qualifient de « vitreuse ». Nous pouvons donc imaginer que dans leurs
billes, les monomeres de lysozyme n’ont pas eu le temps de s’organiser en cristaux et sont
restés piégés dans un état métastable, probablement sous forme de verre. Le diagramme
(®,11) de la solution de lysozyme suivrait alors une tendance liquide, parallele & Carnahan-
Starling (ce que semblent suggérer les points situés a ® < 0,53). Un argument en faveur
de cette hypothese provient des spectres SAXS mesurés sur deux échantillons de lysozyme
dont la compression a été tres rapide et ou I’équilibre n’a pas été atteint : un échantillon
comprimé a 8,26 bar, pH7 et 20 mM de force ionique et un échantillon comprimé a
20,64 bar, pH9 et 20 mM de force ionique. Les spectres sont présentés sur la figure [4.6]

1000 4
—pH7, 1=20mM, 7 bar

——pH9, 1=20mM, 20 bar

S(a)

001 01 1
q(A)

FIGURE 4.6 — Facteurs de structure d’échantillons de lysozyme hors équilibre : 8,26 bar,
pH7 et 20 mM de force ionique (courbe bleue) et 20,64 bar, pH9 et 20 mM de force
tonique (courbe rouge)

Les spectres obtenus sur ces échantillons ne présentent pas, ou tres peu, de pics de Bragg.
Les facteurs de structure présentent le méme aspect général que ceux obtenus sur les
échantillons d’ovalbumine, qui ont subi une transition relevant soit de la vitrification, soit
de la gélification (voir section . La cinétique de concentration, permettant ou non
I’équilibre a chaque étape, prédispose donc 1’état final du systeme et sa situation sur le
diagramme (®, IT).
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4.2 L’ovalbumine subit une transition de type verre/gel

4.2.1 Evolution des facteurs de structure en fonction de la frac-

tion volumique

Les échantillons d’ovalbumine ont été analysés en diffusion des rayons X aux petits angles
a partir de 3,19 bar pour les conditions suivantes : pH 7 et 20mM de force ionique, pH7
et 150mM de force ionique, pH5 et 20mM de force ionique. Les facteurs de structure
obtenus & pH7 et 20mM de force ionique sont présentés sur la figure [4.7] Les facteurs
de structure déterminés par laneselli et coll. (Ianeselli et coll., 2010) sur des solutions
d’ovalbumine a pH 7 sans ajout de sel ou de tampon sont également représentés.

Ala différence du lysozyme, les spectres SAXS de 'ovalbumine apres solidification des
échantillons ne présentent aucun pic de Bragg, et ce pour toutes les conditions (voir la
section . Les échantillons ne sont donc pas cristallisés, mais sont plus probalement
de type gel ou verre. La nature majoritairement répulsive des interactions entre molé-
cules d’ovalbumine, montrée par les équations d’état, et les fractions volumiques élevées
atteintes (® > 0,62) excluent la possibilité d’'un gel de type DLCA (voir section [1.4.4)).
Afin de déterminer si les échantillons solides possedent une structure de type verre ré-
pulsif ou de type gel (potentiellement créé par RLCA), des mesures de rhéologie seraient
nécessaires (Mason et Weitz, 1995 ; Mattson et coll., 2009).

Cependant, la caractéristique la plus frappante de nos spectres est le « creux » affectant le
facteur de structure S(q) jusqu’a g ~ 0, 52 A1 & partir d’une pression de 8,26 bar. En effet,
lors de la concentration de nos échantillons, nous nous attendions a ce qu’une structure
plus ordonnée s’établisse, causant une augmentation de l'intensité et de la définition du
pic principal. La variation théorique peut étre représentée par la Mean Spherical Approxi-
mation (MSA), donnant le facteur de structure de spheres chargées avec des interactions
coulombiennes écrantées (Hayter et Penfold, 1981 ; Zhang et coll., 2007 ; Taneselli et coll.,
2010).
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18 ] —=0,015 (laneselli et coll.)
®=0,03 (laneselli et coll)
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FIGURE 4.7 — Facteurs de structure de solutions d’ovalbumine a pH7 et 20mM de force
ionique, comprimées a 3,19 bar (ligne bleue claire), 8,26 bar (ligne bleue foncée), 20,64 bar
(ligne violette) et 44,3 bar (ligne rose). Sont également représentés les facteurs de structure
déterminés par laneselli et coll. (Ianeselli et coll., 2010) sur des solutions d’ovalbumine
pH7 sans ajout de sel ou de tampon & ® = 0,015 (ligne rouge), ® = 0,03 (ligne orange),
® = 0,045 (ligne verte claire), & = 0,075 (ligne verte foncée) et & = 0,149 (ligne cyan)

La figure présente les facteurs de structure de spheres possédant la charge nette théo-
rique de 'ovalbumine a pH 7 (-9,5 e), son rayon effectif (voir équation, dans un milieu
a 20 °C, de constante diélectrique relative 80,1 (Weast, 1970) et imposant une force ionique
de 20 mM, a différentes fractions volumiques (¢ = 0,05 — 0,6).

1
3M,, v\3
- m -9 A 4.1
e () < o

avec M, le volume molaire de I'ovalbumine (44400 g mol ™), © son volume spécifique partiel
(0,746 mL g ! (Gekko et Noguchi, 1979)) et N4 le nombre d’Avogadro.
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FIGURE 4.8 — Fuacteurs de structure obtenus via la Mean Spherical Approzimation, pour
des sphéres de charge -9,5 e et rayon 23,59 A, & une température de 20 °C et dans un
milieu de force ionique 20 mM et de constante diélectrique relative €, = 80,1

D’autre part, nous nous attendions a ce que le pic principal se déplace progressivement
avec la concentration vers les grandes valeurs de ¢, correspondant a des distances plus
petites, puis se stabilise a une distance correspondant a I’approche maximale des protéines.
Or, les distances données par le pic principal a partir de 3,19 bar sont tres inférieures au
plus petit diametre de I'ovalbumine (45 A), comme montré sur la figure [4.9| Les distances
déduites des données de laneselli et coll. (Ianeselli et coll., 2010) sont également reportées
et une loi puissance y a été ajustée (y = 39, 7103 z7%2856) afin de visualiser leur tendance.
On constate que les distances extraites de nos données ne sont pas dans le prolongement

de celles de Taneselli et coll.

Nous avons modélisé, a 'aide du logiciel SasView (Butler et coll., 2012), I'intensité brute
générée par des ellipsoides de dimensions similaires & celles de I'ovalbumine (70x 50 x 45 A),
avec des interactions de sphéres dures (modele de Percus-Yevick). Le rayon des sphéres
utilisées dans le modele de Percus-Yevick était de 27,00 A, de facon & ce que leur vo-
lume soit le méme que celui des ellipsoides modeles. Les intensités ainsi obtenues a deux
fractions volumiques (® = 0, 355 et 0,452, soit celles correspondant a 3,19 et 8,26 bar, res-

pectivement) sont représentées avec les intensités brutes expérimentales correspondantes

sur la figure [4.10]
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FIGURE 4.9 — Distances correspondant au pic principal des facteurs de structure de so-
lutions d’ovalbumine comprimées a pH7 et 20mM de force ionique (cercles bleus) et de
solutions d’ovalbumine obtenues par laneselli et coll. (laneselli et coll., 2010) a pH7
sans ajout de sel (triangles verts). Le diamétre de la sphére équivalente a [’ovalbumine
(47,18 /i) est représenté en pointillés gris.

On constate que la position du premier pic théorique et du premier pic expérimental sont
tres proches pour les deux fractions volumiques étudiées. La position du premier pic du
facteur de structure expérimental, situé a une valeur de ¢ tres supérieure a celle du pic
principal du facteur de structure théorique, est donc due a la formation du « creux »
lors de la division de I'intensité brute par le facteur de forme. Ce « creux » se surimpose
aux pics de structure et les décale, par conséquent, une analyse fine des positions du pic
principal du facteur de structure en fonction de la fraction volumique n’est pas possible.
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FIGURE 4.10 — Intensités brutes expérimentales (courbes foncées) et théoriques (courbes
claires) de solutions d’ovalbumine a pH7, =20 mM et & = 0,355 (courbes rouges,
d gauche) ou ® = 0,452 (courbes bleues, da droite). Les intensités expérimentales sont
calculées pour des ellipsoides de dimensions 70x5045 A et un potentiel de sphéres dures
(modéle de Percus-Yevick, avec un rayon effectif de sphéres = 27,00 A)

L’hypothese la plus pertinente est que le « creux » de S(q) résulte d’une perte de contraste
entre les objets du fait de leur fusion. En outre, 1’évolution de nos facteurs de structure
avec la concentration possede des similitudes avec celle des facteurs de structure mesurés
sur des solutions concentrées de particules déformables, comme des nanoémulsions de
polydimethylsiloxane (PDMS) (Mason et coll., 2006) (voir la figure[d.11]) ou des dispersions
de micelles de caséine (Bouchoux et coll., 2010). Cependant, les fractions volumiques
auxquelles le « creux » de S(q) apparait dans notre cas sont tres inférieures a I’empilement
compact de spheres (& = 0,452 < 0.634 (Song et coll., 2008)) et a celles pour lesquelles
un « creux » similaire est reporté dans la littérature (® > 0,60 dans le cas de Mason et al.,
® > 0,65 dans le cas de Bouchoux et al.). Les protéines ne sont donc trés probablement

pas déformées.

La distance moyenne entre les centres de spheres disposées selon un arrangement de type

hexagonal peut étre estimée par la formule [£.2] :

(4.2)

V2 3
dhexagonal = <Tl

avec n la densité numérique des objets.
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FIGURE 4.11 — Facteurs de structure effectifs de nanoémulsions de polydimethylsiloxane
(rayon des gouttelettes =a) a ® = 0,60 (courbe rouge), ® = 0,67 (courbe bleue) et ¢ =
0,72 (courbe verte) (Mason et coll., 2006)

Pour des sphéres de rayon 23,59 Aet de propriétés similaires & 1’ovalbumine (masse mo-
laire de 44400 gmol™ et volume spécifique partiel de 0,746 mLg!), nous trouvons des
distances moyennes entre surfaces allant de 18,6 A pour ® = 0,452 (IT =8,26 bar) a
8,20 A pour ® = 0,595 (I =44,3 bar). En considérant qu’une molécule d’eau possede un
diameétre de 3 A, nous pouvons estimer que le nombre de molécules d’eau correspondant
a ces distances varie entre 6 et 3. Les travaux d’Ebbinghaus et coll. (Ebbinghaus et coll.,
2007) montrent que les propriétés dynamiques de ’eau de solvatation d’une protéine sont
différentes de celles du solvant jusqu’a une distance d’environ 10 A & partir de la surface
de la protéine, soit approximativement I’épaisseur de trois molécules d’eau. Nous pouvons
donc supposer qu’a partir de & = 0,452, les couches de solvatation des molécules d’oval-
bumine s’interpénetrent. Nous pouvons émettre I’hypothese que la perte de contraste a
I'origine du « creux » dans le facteur de structure est du a la fusion des enveloppes de
solvatation des protéines, possédant une densité électronique différente de celle du solvant,
notamment de par la présence de contre-ions. Svergun et coll. ont notamment montré que
la densité électronique de ’eau de la premiere couche d’hydration de plusieurs protéines,
d’une épaisseur approximative de 3 A (soit une molécule d’eau), était approximativement
égale a 1,1 fois celle du solvant (Svergun et coll., 1998), tandis que Merzel et coll. trouvent
que cette couche est en moyenne 1,5 fois plus dense que le solvant (Merzel et Smith, 2002).
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4.2.2 Influence des conditions physico-chimiques

La figure [£.12) présente les facteurs de stucture de 'ovalbumine & pH 7 et deux différentes
forces ioniques : 20 mM et 150 mM. La figure quant a elle, présente les facteurs de
structure de l'ovalbumine & une force ionique de 20 mM et deux pH différents : pHb5 et
pHT.

On constate que les facteurs de structure obtenus a pH7 et 20 mM ou 150 mM de force
ionique sont tres similaires, que ce soit en termes de position, d’'intensité ou de forme des
pics, et ce a toutes les pressions osmotiques étudiées. Cette observation rejoint celle faite
sur les équations d’état de 'ovalbumine dans ces deux conditions, qui ne montraient pas
de différences malgré une diminution théorique du potentiel d’interaction électrostatique
avec la force ionique (voir figure . Les solutions a pH7 et 20 ou 150 mM de force

ionique semblent donc étre similaires en termes d’interactions et de structure.
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FIGURE 4.12 — Facteurs de structure de solutions d’ovalbumine a pH 7 et 20 mM (courbes

bleues claires) ou 150 mM (courbes bleues foncées) de force ionique, comprimées a
3,19 bar, 8,26 bar, 20,64 bar et 44,3 bar
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Les spectres a pH 5 semblent tres différents de ceux a pH 7, cependant les fractions volu-
miques des échantillons a ces deux pH ne sont pas les mémes pour une méme pression. Il
est donc difficile de comparer leur forme. Nous pouvons en revanche noter que le spectre
a 44,3 bar est surprenant : 'intensité des pics et leur hauteur ré-augmente, les placant
presque a la hauteur de ceux a 8,26 bar. Ceci peut témoigner d'une ré-organisation du
systeme a un pH proche du point isoélectrique et a haute fraction volumique, mais est
plus probablement du a une hétérogénéité de I’échantillon lors de la mesure.

— 3,19 bar (pH7)
18 — 3,19 bar (pH 5) 18

——8,26 bar (pH 7)
——8,26 bar (pH 5)
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FIGURE 4.13 — Facteurs de structure de solutions d’ovalbumine a 20 mM de force ionique et
pH 7 (courbes bleues) ou pH 5 (courbes rouges), comprimées a 3,19 bar, 8,26 bar, 20,64 bar

et 44,3 bar

4.3 Conclusion

L’analyse des solutions concentrées de lysozyme et d’ovalbumine par diffusion des rayons

X aux petits angles ont permis d’apporter un éclairage sur plusieurs caractéristiques des

équations d’état, qui ne pouvaient étre expliquées par la seule analyse de celles-ci.
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Le plateau vu sur les équations d’état du lysozyme avait été interprété, dans la sec-
tion [3.1.1, comme le signe d’'une transition de phases qui pouvait étre : un arrét dyna-
mique lié & des clusters ou une cristallisation. Les analyses par diffusion des rayons X aux
petits angles de solutions de lysozyme ont montré que, si des clusters étaient effective-
ment présents dans une solution de concentration inférieure a celle du début du plateau,
la transition n’était pas due a un arrét dynamique. La présence massive de pics de Bragg
sur les spectres SAXS mesurés a des concentrations supérieures a la fin du plateau ont
en effet montré la présence majoritaire de cristallites dans les échantillons. La correspon-
dance entre la fraction volumique en protéine dans les cristaux et dans les échantillons
a confirmé que les échantillons sont uniquement composés de cristallites. Ces cristallites
possedent un groupe d’espace bien connu pour le lysozyme (P432,2) et des parameétres de
maille proches de ceux qui ont déja été déterminés pour cette protéine dans des conditions
différentes (Wilson et coll.,1992; Vaney et coll., 1996 ; Cipriani et coll., 2012 ; Grobelny
et coll., 2014).

Les spectres SAXS des échantillons d’ovalbumine ne montrent en revanche la présence
de pics de Bragg pour aucune des pressions et conditions physico-chimiques étudiées, ce
qui exclut I’hypothese d’une cristallisation et nous oriente vers une transition de type
gélification ou vitrification. La caractéristique la plus intéressante des spectres SAXS de
I'ovalbumine est la diminution de la hauteur du pic principal avec la concentration, jusqu’a
devenir tres inférieure a 1, associée a des distances caractéristiques tres inférieures a la
plus petite dimension de I'ovalbumine. L’évolution du pic principal peut étre expliquée
par une déformation anisotrope des protéines, potentiellement similaire a ce qui a été

observé sur d’autres particules déformables comme les micelles de caséine (Bouchoux et
coll., 2010).

Cependant, les analyses par diffusion des rayons X aux petits angles ont été effectuées
uniquement sur des échantillons de lysozyme et d’ovalbumine concentrés (¢ > 0,12), ce
qui ne nous a pas permis de caractériser plus finement les échantillons liquides. Afin d’aller
plus loin dans la compréhension de I'organisation des échantillons et des interactions mises
en jeu, il est donc nécessaire d’avoir recours a des modeles numériques de solutions de
protéines.
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Chapitre 5

Modélisation de systéemes concentrés

de protéines par méthode
Monte-Carlo
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La combinaison des équations d’état et des informations structurales, données notamment
par la diffusion des rayons X aux petits angles, a permis d’apporter un éclairage global sur
les interactions mises en jeu lors de la concentration de solutions de lysozyme et d’oval-
bumine jusqu’a de tres hautes fractions volumiques (® ~ 0,62). Cependant, les modeles
théoriques d’interactions construits jusqu’ici pour rendre compte de 'allure des zones di-
luées et de transition sur les équations d’état imposent des contraintes sur les objets qui
ne rendent pas compte de toutes les spécificités des protéines : forme sphérique, charge
centrale (donc uniforme), charge constante. D’autre part, I'effondrement des facteurs de

structure SAXS des solutions les plus concentrées de protéines n’a pas été expliqué.

La modélisation de protéines a différents niveaux de détail est de plus en plus largement
utilisée pour I'étude de leurs interactions. Notre protocole, utilisant le logiciel Faunus
(Lund et coll., 2008) nous a permis de simuler des équations d’état et des spectres de
SAXS, en utilisant des modeles mésoscopiques de protéines offrant un niveau de détail
supérieur a celui des modeles de la section |3.2.5 : anisotropie de charge, anisotropie de
forme et titration possible des acides aminés selon le principe de la capacitance (Lund et
Jonsson, 2005 ; Lund, 2010).

Cependant, un tel niveau de détail dans la prise en compte des interactions et des ca-
ractéristiques morphologiques de protéines implique des temps et une puissance de calcul
importants, qui limitent le nombre de protéines pouvant étre utilisées dans une méme
simulation. Ces contraintes augmentent rapidement avec le nombre de résidus de la pro-

téine, et donc du nombre d’interactions résidu-résidu : soit n le nombre de résidus et p le

np(np—1)
2

pour 50 protéines est donné sur la figure 5.1} Le nombre d’interactions de paire pour 50

nombre de protéines, alors le nombre d’interactions de paire est de . Un exemple
molécules d’ovalbumine (385 résidus) est égal a neuf fois celui existant entre 50 molécules
de lysozyme (129 résidus). Une autre fagon de le concevoir est qu’en termes de nombre
d’interactions de paire, et donc de puissance de calcul dédiée, 50 molécules d’ovalbumine
équivalent a environ 150 molécules de lysozyme.

Pour cette raison, les résultats présentés ici concernent des simulations faites avec des

molécules de lysozyme uniquement.
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FIGURE 5.1 — Nombre d’interactions de paire en fonction du nombre de résidus par pro-
téine, pour 50 protéines. Les points correspondant au lysozyme (129 résidus) et a ’oval-
bumine (385 résidus) sont montrés par les pointillés bleus et rouges, respectivement.

5.1 Modélisation de spectres SAXS

5.1.1 Mise au point de la méthode

La mesure du facteur de structure S(g) dans les simulations a été testée selon différentes
méthodes :
- en utilisant 1’expression donnée par Hansen et McDonald (Hansen et McDonald, 1976) :
1 N
S(a) = 5 2D {exp (—igr) exp(igry)) (5.1)
i=1j=1
avec 1; et 1; les positions des centres de masses des molécules ¢ et j dans un repere donné

- en utilisant 'expression donnée par Camp et Patey (Camp et Patey, 2000) :

S(q) :]17 <<Zl coS (q?“j)) + (Z sin (qrj)) > (5.2)

En réalité, la formule de Camp et Patey est dérivée de celle de Hansen et McDonald, et

a effectivement montré les mémes résultats dans les tests effectués sur nos systemes. On
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a donc utilisé la formule de Camp et Patey, nécessitant moins de puissance de calcul car
faisant appel a des sommes simples.

Le facteur de forme obtenu par transformée de Fourier de la fonction de corrélation de
paires g(r) n’a pas été utilisé car des tests ont montré que le « bruit » présent sur le g(r)

obtenu par la simulation était encore amplifié par la transformée de Fourier.

Des conditions périodiques aux limites ayant été utilisées (voir section , seules les
corrélations d’une longueur inférieure a la moitié de la longueur de la boite peuvent étre
prises en compte. En effet, le calcul de g(r) et, par extension, de S(q) et de l'intensité
brute I(q), se fait par intégration radiale. Or, dans une boite cubique, le plus grand cercle
pouvant étre considéré est celui dont le rayon est égal a la moitié du coté de la boite. Les
molécules se trouvant « dans les coins » de la boite ne peuvent s’inscrire dans une sphere

(figure ;

FIGURE 5.2 — Schéma 2D d’une boite de simulation et de la zone accessible par intégration
radiale (en rouge)

La partie du facteur de structure correspondant a des valeurs de ¢ inférieures a 02%,
avec L le coté de la boite, n’est donc pas considéré comme valable, comme montré sur la

figure aux valeurs de ¢ inférieures & 0,11 AL,

La courbe de référence présentée sur la figure est obtenue par 'approximation de Percus-
Yevick pour les spheres dures (Hammadoua, 2013), qui donne une expression du facteur de

structure en fonction de la fraction volumique ® et du diametre D des spheres considérées :

1
Sa) = 1 NC@) (5.3)
N 2<1>)42
(1-)
N (1+ 3’)42
(1-9)
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et

NC(q) Y {/\1 [sin (¢D) — qu cos (QD)] 6D Ny [(qD)Q cos (¢D) —2¢gD sin4(qD) —2cos(qD) + 2
(aD) (¢D)

i A [(qD)4 cos (qD) — 4 (¢D)? sin (¢D) — 12 (¢D)? cos (¢D) 4 24 ¢D sin (¢D) + 24 cos (¢D) — 24] }
2

(¢D)°

09

08

S(a)

—Percus-Yevick
— Monte. Carlo sam
o7

0E
05

04

0 01 02 03 04 05 08 07 oa 09 1

a(1/4)

FIGURE 5.3 — Comparaison de facteurs de structure obtenus da partir du modéle de Percus-
Yevick pour les sphéres dures (courbe rouge) et des simulations Monte-Carlo (courbe
bleue). La longueur de la boite est de 141 A

Il existe également une déviation du signal aux alentours de la limite inférieure en g,
due a la présence des bords périodiques de la boite. Une méthode pour minimiser ces
deux problemes est d’augmenter la taille de la boite, afin de diminuer la valeur minimale
de ¢. Cependant, la taille des boites nécessaires a 'obtention d’une gamme accessible
de ¢ qui soit comparable a la gamme expérimentale impliquait un nombre de protéines

incompatible avec des temps de calcul raisonnables.

Les calculs de facteurs de structure ont donc été réalisés grace au programme Debyer
(Wojdyr, 2014), intégrant une correction de l'effet des bords périodiques. Ce programme
applique un cut-off, d’'une longueur inférieure a la moitié de la boite, au-dela duquel le
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milieu est considéré comme homogene et ou le nombre d’atomes situés a la distance R est
proportionnel & pR?, avec p la densité numérique moyenne a l'intérieur du cut-off.

5.1.2 Modélisation de spheéeres non chargées

Afin de vérifier la validité de notre méthode, nous avons réalisé des simulations de spheres
dures non chargées, que nous avons comparées au modele de Percus-Yevick.

Pour cela, un potentiel classique de spheres dures a été choisi :
0 st Tij >D

’ 400 st Ty < D

avec 1y la distance centre-a-centre entre spheres et D le diametre des spheres.

Comme montré sur la figure[5.4] les résultats obtenus par notre méthode sont parfaitement
en acccord avec le modele de Percus-Yevick, y compris la partie du spectre a faibles ¢

corrigée par le programme Debyer.

S(a)

PY

——Sim

o1
q(1/a)

FIGURE 5.4 — Comparaison des facteurs de structure obtenus d partir de la méthode Monte-
Carlo (courbe bleue) et de l'approzimation de Percus-Yevick (courbe rouge). On a utilisé 1000
sphéres de diamétre 32,2 A, d une fraction volumique de 0,149. La boite fait une longueur de
489,5 A.
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5.1.3 Modélisation de sphéres chargées

Le modele a ensuite été expérimenté sur des systemes de particules chargées, mais conser-
vant une forme et une répartition de charges simple (particules sphériques a charge cen-
trale). Pour cela, les résultats obtenus a partir de nos simulations ont été comparés aux
résultats, expérimentaux et issus de modélisation, de Bareigts sur des particules de si-
lice (Bareigts, 2013). Les simulations de Bareigts montrent une bonne corrélation avec
les résultats expérimentaux, tant au niveau de la position des pics que de leur hauteur,
et ont été effectuées suivant plusieurs méthodes, donnant des résultats similaires (par-
ticules monodisperses/polydisperses, ions explicites/implicites, Monte-Carlo/dynamique

moléculaire). Elles sont ont servi de référence pour nos essais.

Les spheres (rayon de 8 nm, charge de -313,66 e) et les parametres (température, pH,
force ionique, constante diélectrique du milieu) utilisés dans nos modeles étaient simi-
laires a celles utilisées par Bareigts et coll. Les résultats ont également été comparés a la
Mean Spherical Approximation (MSA) sur des spheres équivalentes. Comme décrit pré-
cédemment, la théorie MSA concerne des systemes de particules chargées, dans lesquels
le potentiel d’interaction est de type coulombien écranté. En raison de la complexité de
sa formulation, le calcul des facteurs de structure issus de la MSA a été effectué grace au
logiciel SasView (Butler et coll., 2012).

Le pic principal obtenu par notre méthode était situé a une trop petite distance et pos-
sédait une hauteur trop faible, comme présenté sur la figure [5.5 pour des dispersions de
fraction volumique ® = 0.1.
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FIGURE 5.5 — Facteurs de structure obtenus par nos simulations (orange), les simulations
de Bareigts (Bareigts, 2013) (bleu) et par la Mean Spherical Approwimation (vert) pour
des sphéres chargées de rayon § nm et charge de -313.66 e, a une fraction volumique de
0.1

Le probleme soulevé a été celui de la localisation des charges : dans les simulations de
Bareigts, les charges étaient considérées comme situées a la surface des spheres, tandis que
nous avons utilisé des charges situées au centre des spheres. La distance de 8 nm entre la
localisation des charges dans les deux cas pouvait expliquer la différence constatée dans

les facteurs de structure.

La charge centrale des spheres a donc été ajustée de facon a ce que le potentiel électro-
statique en surface reproduise celui de Bareigts, grace a la formule (Bareigts, 2013) :

sinh (x R)

Lefg =24
ff kR

(5.5)

avec, pour une sphere de rayon R, dans un milieu ou l'inverse de la longueur de Debye
serait k, Zog la charge centrale dont 'effet électrostatique équivaudrait a celui d’une charge
Z disposée en surface.

Cette correction a permis d’obtenir une position du pic principal similaire a celle de
Bareigts et coll., comme présenté sur la figure [5.6|
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FIGURE 5.6 — Facteurs de structure obtenus par nos simulations sans (noir) et avec (vert)
correction de leffet des bords périodiques par Debyer, et par les simulations de Bareigts
(Bareigts, 2013) sur des dispersions de sphéres de rayon 8 nm et densité de charge de
surface de -0,39enm™, a fraction volumique de 0.3

Les fluctuations des courbes obtenues par nos simulations sont dues au faible nombre
d’étapes Monte-Carlo réalisées, d’ou une moins bonne statistique que dans le cas de Ba-
reigts et coll. Cependant, notre but ici était uniquement de réaliser des tests en vue de

valider la méthode et nous considérons que 1’objectif est atteint.

5.1.4 Modélisation de systémes de protéines

Les premiers essais ont été effectués avec des systemes de 100 molécules de lysozyme a
pH 7 et 20 mM de force ionique, a une fraction volumique de 0,126, correspondant environ
a une pression de 1,3 bar sur nos équations d’état. La température était fixée a 293,15 K et
la constante diélectrique relative de 'eau a €, = 80, 1. Le potentiel utilisé était un potentiel
mixte Debye-Hiickel /Lennard-Jones, permettant de simuler des répulsions électrostatiques
modulées par la présence d’ions dans le milieu et des attractions a courte portée. Les ions
du milieu étaient traités de maniere implicite, a savoir qu’ils n’était pas ajoutés dans la
boite de simulation, mais intervenaient dans le potentiel a travers la force ionique et la
longueur de Debye. Le parametre de Lennard-Jones était fixé a er; = 0,05 kgT. Afin de

réduire le besoin en termes de temps et de puissance de calcul, un cut-off égal a 4 fois la
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longueur de Debye était appliqué. A des distances inter-particules supérieures au cut-off,
le potentiel d’interaction était nul.

Les résultats des simulations sont présentées sur la figure [5.7]

1.5
s
w
— Expérimental
— Simulation (su: 0,05KT)
02 T T T —— T T T T —
0.01 0.1 08

q(A™)

FIGURE 5.7 — Facteurs de structures expérimentauz (orange) et obtenus par simulation
(blew) avec €5 = 0,05 kT, pour le lysozyme a pH 7, 20mM de force ionique, ® = 0,126

Le systeme obtenu par simulation est composé uniquement de monomeres, sans présence
de clusters. Nous avons fait ’hypothese que la différence, significative, entre la position des
pics principaux expérimentaux et théoriques (¢ = 0,173 A~ pour le pic principal théorique,
contre ¢ = 0,092 A-! pour le premier pic expérimental) est liée & un potentiel attractif trop
faible dans notre modele, qui ne permet notamment pas d’obtenir un second pic principal
comme vu dans nos expériences et dans les travaux de Stradner et coll. (Stradner et coll.,
2004). Nous avons alors effectué plusieurs essais, en augmentant la valeur de e, a 0,08
et 0,1 kg T. Les résultats sont présentés sur la figure [5.8|
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FIGURE 5.8 — Facteurs de structures expérimentauz (orange) et obtenus par simulation
avec €1, €gal a 0,05, 0,08 ou 0,1k T (courbes bleues), pour le lysozyme a pH 7, 20 mM de
force ionique, ® = 0,126

Les résultats montrent que, comme attendu, le pic principal se déplace vers les grands ¢
lorsque I'on augmente le parametre €;,;. Nous pouvons noter I’apparition d'un second pic
principal situé a plus faibles ¢, dont I'intensité augmente avec la valeur de €, ;. Cependant,
méme a €7 = 0,1 kgT, les deux pics théoriques restent a des valeurs de ¢ plus faibles que
leurs homologues expérimentaux. L’utilisation de valeurs de €, plus élevées que 0,1 kg T’
ne déplace pas de maniere significative les deux pics théoriques, de plus 'intensité du pic
situé a plus faibles ¢ (pic des corrélations entre clusters, selon Stradner et coll.) devient

extrémement grande en regard du pic expérimental.

Plusieurs hypotheses peuvent expliquer ces différences :

— la portée des répulsions électrostatiques incluse dans le modele est trop importante, ce
qui génere des distances inter-particules plus grandes que dans la réalité. Notamment,
le fait de ne pas avoir inclus ’écrantage lié aux contre-ions peut avoir joué un role,
comme détaillé dans la section |3.2.5|;

— l'augmentation de la valeur de €,; dans les simulations a pour conséquence de générer
des clusters de protéines qui ne peuvent se déplacer et dont les protéines ne peuvent se
détacher (voir section . Un tel phénomene a bien entendu des conséquences sur

les distances caractéristiques du systéme et sur I'équilibre clusters-monomeres, inhérent
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au modele des clusters dynamiques;
— les potentiels utilisés ne rendent pas compte de la réalité. Les simulations effectuées par
Cardinaux et coll. (Cardinaux et coll., 2007a) utilisent un potentiel de Lennard-Jones

tres modifié de fagon a rendre compte des données expérimentales de Stradner et coll. :

- w(0) )]

avec €157 = 6,66 kgT. Le parti pris de nos simulations a été de conserver une forme
de potentiel a la signification physique établie, méme si 1'utilisation du potentiel de
Cardinaux et coll. aurait pu donner de meilleurs résultats. Au regard des résultats de
la section [3.2.5] il est cependant envisageable d’utiliser dans le futur un potentiel mixte
Debye-Hiickel/Hamaker ;

— l’anisotropie des protéines rend inexacte la décomposition des spectres d’intensité brute
expérimentaux en produit du facteur de forme et du facteur de structure. Il faudrait
donc comparer les intensités brutes expérimentales et simulées. Cependant, calculer
les intensités brutes par simulation, en particulier avec un grand nombre de protéines,
est extrémement coliteux en temps de calcul. Une bonne alternative serait de calculer
des intensités brutes, facteurs de forme et facteurs de structure a partir de simulations
de systemes de spheres et d’ « halteres » de méme volume total (figure . Cela
nous permettrait de vérifier, sur des systemes simples, si I'intensité brute générée par
I'illumination d’un systéme de particules anisotropes est décomposable en un simple
produit des facteurs de forme et de structure, et si I’évolution du facteur de structure

a haute fraction volumique suit ce qui a été observé expérimentalement.

FIGURE 5.9 — Sphéres (rayon : 50A) et « haltéres » (rayon de chaque sphére : 39,99 A)
utilisables dans les tests de 'influence de [’anisotropie sur la décomposition des intensités
brutes
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5.2 Modélisation d’équations d’état

La boite virtuelle utilisée pour les simulations d’équations d’état possedait les mémes
caractéristiques que celle utilisée pour les simulations de spectres SAXS, auxquelles était
ajouté une possibilité de fluctuation de volume. La pression extérieure était utilisée comme
parametre d’entrée et la taille de la boite fluctuait jusqu’a ce que la pression du systeme
soit égale a la pression de consigne. Le nombre de particules dans la boite étant constant,
ses dimensions permettaient de calculer une fraction volumique comme valeur de sortie.

Le potentiel utilisé était un potentiel mixte Debye-Huckel /Lennard-Jones, ou les ions du
milieu étaient traités de maniere implicite et ou le parametre de Lennard-Jones était fixé
aery=0,05kgT. Le cut-off était de 4 fois la longueur de Debye.

5.2.1 pH7, I=20mM
5.2.1.1 Essais préliminaires

Une équation d’état complete a été réalisée sur la gamme de pressions 0,05 bar-50 bar,
avec des systeémes de 50 particules. Les résultats sont présentés sur la figure [5.10]

Le premier constat est que 1’équation d’état obtenue par simulation est relativement
proche de nos données expérimentales et du modele de Carahan-Starling. La méthode
semble donc pertinente.

Cependant, on remarque que la simulation ne rend pas compte de la transition de cris-
tallisation : ’équation d’état suit une tendance similaire au modele de Carnahan-Starling
sur toute la gamme de pression osmotique. La premiere explication provient probable-
ment du role prépondérant de l'eau dans le mécanisme de cristallisation. En effet, il a
été montré qu’une partie de la variation d’entropie lors de la cristallisation provenait de
la réorganisation des molécules d’eau entourant les protéines, lors de I'assemblage de ces
dernieres (Vekilov et coll., 2002) :

AGO = AHO — TASO == AHO -T A'S(Oprotein - TASOSOlvent (57)

avec AG° I'énergie libre standard de cristallisation, AH° I'enthalpie standard de cris-
tallisation, 7' la température, AS° la variation globale d’entropie durant la cristallisa-
tion, AS®,rotein la variation d’entropie liée a I'attachement de protéines sur le cristal et
AS°owent 1la variation d’entropie liée a la réorganisation des molécules d’eau autour des
protéines.
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FIGURE 5.10 — Equation d’état du lysozyme a pH7 et 20mM de force ionique, obtenue
expérimentalement (cercles pleins) et par simulation Monte-Carlo avec contre-ions impli-
cites et ey = 0,05 kT (cercles vides)

Selon ces auteurs, dans le cas du lysozyme a pH 4,5 et 0,48 M de force ionique, AS®opvent €St
négatif (—190 Jmol K'), ce qui est interprété comme une conséquence de I'incorporation
de molécules d’eau dans le cristal. Ainsi, chaque molécule de lysozyme emeénerait avec elle
8 ou 9 molécules d’eau, en plus de celles déja liées a la protéine en solution. Pour tenter
de rendre compte correctement de la thermodynamique de cristallisation, il faudrait donc
intégrer des molécules d’eau de maniere explicite dans notre modele, et non pas seulement
par le biais de la constante diélectrique.

D’autre part, il est admis que la cristallisation se compose d’une premiere phase de nu-
cléation, aboutissant a la formation d’un petit groupe de molécules, un nucléus, suivie
d’une phase de croissance par addition de protéines. Il a été récemment avancé (Vekilov,
2004 ; Filobelo et coll., 2005 ; Vekilov et Vorontsova, 2014) que la nucléation s’effectuait en
deux étapes : la formation de clusters denses mésoscopiques (plusieurs centaines de nm de
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rayon), puis la formation de nucléi a l'intérieur de ces clusters. Les clusters, métastables,
posseédent une forte concentration en protéines (500 gL!) dont une partie est sous forme
de monomeres et 'autre sous forme d’oligomeres, sont de type liquide et diffusent libre-
ment dans le milieu (Vekilov et Vorontsova, 2014). Les clusters de lysozyme déterminés
par Stradner et coll. (Stradner et coll., 2004) correspondraient a ce type d’objets. Dans
le cas de nos simulations, il n’est cependant pas possible de générer ce type de clusters,
pour des raisons de déplacement qui seront détaillés dans la section [5.2.2.2] L’étape de
nucléation ne peut donc étre modélisée correctement, ce qui contribue a ’absence de cris-
tallisation dans nos simulations, sans en étre toutefois totalement responsable. En effet,
des modélisations en dynamique moléculaire de spheres chargées représentant des mo-
lécules de lysozyme ont été effectuées par Cardinaux et coll. (Cardinaux et coll., 2011)
et ont permis de générer des clusters mobiles. Cependant, ces auteurs n’ont pas obtenu
de cristallisation lors de I'augmentation en concentration des molécules modeles de lyso-
zyme, aboutissant a la place a un état d’arrét dynamique semblable a un verre ou un gel
de clusters.

Un second point de désaccord entre I'équation d’état expérimentale et celle obtenue par
simulation concerne la zone diluée. En effet, pour une méme fraction volumique, les pres-
sions osmotiques calculées par simulation sont nettement inférieures aux pressions expé-
rimentales. Cette différence peut étre interprétée comme une répulsion insuffisante entre
les protéines dans nos simulations. Les deux hypotheses avancées ont été : une trop faible
portée des répulsions électrostatiques (section et la prise en compte des contre-ions

de fagon implicite (section [5.2.1.3)).

5.2.1.2 Influence du cut-off

Le cut-off avait initialement été fixé a quatre fois la longueur de Debye, car durant nos
tests, ¢’était le cut-off minimal pour lequel les facteurs de structure obtenus sur les sys-

temes de molécules de lysozyme étaient similaires a ceux obtenus sans cut-off.

Pour une force ionique constante de 20 mM, si I'on considére les distances moyennes inter-

1 1
particules pour un systeme cubique ou cubique face centrée, soit d = (%) ‘etd= (%) °

respectivement, avec d la distance inter-particules (centre a centre) et n la densité numé-
rique des particules, on constate que le cut-off est inférieur a d pour les deux pressions les
plus faibles (0,05 et 0,12 bar). Dans ces conditions, la portée des répulsions est insuffisante

pour induire une interaction entre protéines.

Différents cut-off ont été testés, en les faisant varier de 3 a 10 fois la longueur de Debye,
en considérant la force ionique constante et égale a 20 mM. Les résultats pour les deux
pressions ou la différence entre données expérimentales et issues de la simulation était
initialement la plus forte, 0,05 et 0,12 bar, sont présentés sur la figure [5.11]
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FIGURE 5.11 — Fractions volumiques pour des pressions osmotiques de 0,05 et 0,12 bar,
obtenues expérimentalement (cercles bleus clair) et par simulation, avec un cut-off de 3,
4, 5, 7 et 10 fois la longueur de Debye (cercles orange) et €y = 0,05 kT

Nous constatons que I'augmentation de la distance de cut-off va de pair avec une aug-
mentation de pression et un rapprochement des données expérimentales avec celles issues
des simulations. Théoriquement, la distance moyenne inter-particules d devient inférieure
au cut-off pour toutes les pressions a partir de 6 fois la longueur de Debye. Pourtant,
méme en utilisant un cut-off égal a 10 fois la longueur de Debye, les données issues de

simulation sont toujours restées a des pressions inférieures aux données expérimentales.

5.2.1.3 Influence des contre-ions

Nous avons supposé que le manque de répulsions pouvait étre di a ’absence d’ions chargés
dans le milieu, car traités de maniere implicite a travers la force ionique seule. Pour tester
I'influence de contre-ions traités de maniere explicite, le nombre de protéines a été réduit
a 30, afin de ne pas augmenter le temps de calcul, tout en gardant une bonne statistique.
Les contre-ions (CI') étaient composés d’une sphere de 1,7 A de rayon, portant une charge
centrale de -1 e. Ils ont été traités, en termes de déplacement et de potentiel d’interaction,
comme les protéines.
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Les résultats avec des nombres différents de contre-ions pour une pression de 0,12 bar sont
montrés sur la figure . La valeur de 7,23 contre-ions par protéine (217 contre-ions dans
la boite de simulation) a été déterminée en considérant qu'’il existait un contre-ion par
charge, en prenant en compte la charge nette. La valeur de 1,67 contre-ions par protéine
(50 contre-ions dans la boite de simulation) a ensuite été prise arbitrairement comme
intermédiaire entre 217 et 0 contre-ions dans la boite de simulation.

05
pH7 20mM expérimental

Contre-ions implicites

o

[}
045 -

@ 1,67 contre-ion/protéine o]

®

041 7,23 contre-ions/protéine

—— Carnahan-Starling
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FIGURE 5.12 — Equation d’état expérimentale du lysozyme a pH7 et 20mM de force ionique
(cercles bleus) et valeurs de fraction volumique obtenues pour une pression de 0,12 bar
par simulation avec contre-ions implicites (cercles jaunes) ou explicites (cercles orange et
rouge)

On voit que 7,23 contre-ions par protéine imposent une pression beaucoup plus importante
que dans le cas expérimental. En revanche, la prise en compte de 1,67 contre-ions par
protéine donne un résultat proche des données expérimentales. Ces résultats suggerent
que la prise en compte des ions joue un role important dans la valeur de la pression
osmotique et qu’elle ne doit donc pas étre négligée. La poursuite des simulations devrait
prendre en compte de fagon explicite au minimum les contre-ions négatifs correspondant a
la charge nette, mais nous pouvons supposer que la prise en compte de la totalité des ions
(contre-ions de charge positive et négative, sels) donnerait encore de meilleurs résultats.

Le modele théorique développé dans la section |3.2.5| et rendant correctement compte de
nos données expérimentales, ne prenait en compte que les protéines, en ne faisant inter-

venir les contre-ions et les ions du tampon qu’a travers la longueur de Debye utilisée dans
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le potentiel électrostatique. Par conséquent, nous pouvons considérer qu’il est I’équivalent
d’un systeme avec contre-ions implicites et cut-off infini, en notant toutefois que I'aug-
mentation de la distance de cut-off dans nos simulations ne permet pas de rejoindre les

données expérimentales pour autant.

5.2.2 pH7, I=150 mM

5.2.2.1 Essais préliminaires

Une équation d’état complete a été réalisée sur la gamme de pressions 0,05 bar-50 bar,

avec des systemes de 50 particules. Les résultats sont présentés sur la figure [5.13|
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FIGURE 5.13 — FEquation d’état du lysozyme a pH7 et 150mM de force ionique, obte-
nue expérimentalement (cercles pleins) et par simulation Monte-Carlo avec contre-ions
implicites et ey = 0,05 kT (cercles vides)

Les résultats de simulation montrent encore une fois une tendance trés proche du mo-
dele de Carnahan-Starling. Les points issus de simulation sont tres proches des données
expérimentales jusqu’a une pression de 0,12 bar, puis en divergent. A la différence des
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résultats a pH 7 et 20mM de force ionique, les points de I’équation d’état issue de simula-
tion sont situés alors a des pressions supérieures aux données expérimentales, témoignant
d’une trop faible attraction ou d’une trop grande répulsion avant méme la transition de
cristallisation.

L’écrantage des charges des protéines par les ions Na™ et Cl” peut favoriser les attractions
a courte portée, par exemple de type hydrophobe. Afin de visualiser I'effet d’une augmen-
tation du potentiel attractif sur ’équation d’état, le parametre de Lennard-Jones €15 a
été modulé.

5.2.2.2 Influence du parametre de Lennard-Jones

Différentes valeurs du parameétre e€r,; ont été testées : 0,05 kgT, 0,075 kgT, 0,1 kgT et

0,15 kg T. Les autres parametres étaient gardés constants. Les résultats sont présentés sur
la figure [5.14]

A fraction volumique similaire, 1’équation d’état avec e€7,;=0,075kgT est située a des
pressions osmotiques inférieures a celles de 1’équation avec er,; =0,05 kg T, ce qui suit ce
qui était attendu : 'augmentation de la part attractive des interactions protéine-protéine
occasionne une diminution de pression osmotique. Les points ne rejoignent cependant pas

encore les points expérimentaux.
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FIGURE 5.14 — Equations d’état du lysozyme a pH7 et 150mM de force ionique, expé-
rimentale (cercles bleus) et issues de simulation (cercles oranges), en faisant varier le
parametre de Lennard-Jones er; (noté EpsLJ) de 0,05 a 0,15kgT
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L’équation avec e, 5 =0,1 kgT est également située a des pressions inférieures a celles avec
ery =0,05kgT et 0,075 kg T, mais cela ne concerne que la zone diluée. Lorsque la fraction
volumique augmente (® > 0,1), les points & e;,;=0,1kpT sont situés a des pressions

supérieures a ceux avec €77 =0,075 kg T, et sont proches de ceux a e7,; =0,05kgT.

L’équation avec €5 =0,15 kg T présente pour sa part une tendance surprenante : a frac-
tion volumique similaire, les pressions osmotiques de cette équation sont tres élevées en
regard des pressions expérimentales ou issues de simulations avec un parametre d’attrac-
tion inférieur. De plus, elle présente une tendance fluctuante, avec des ruptures de pente
abruptes dans la zone diluée, ce qui ne correspond pas a ce qui est observé pour les autres

équations.

L’observation du systeme a 'aide du logiciel VMD (Humphrey et coll., 1996) permet de
constater que des agrégats de protéines se sont formés dans notre boite de simulation,
méme aux plus faibles pressions (figure |5.15]).

En suivant les déplacements des protéines dans la boite, on constate qu’elles deviennent
immobiles deés lors qu’elles s’associent a un agrégat. Le potentiel attractif a courte portée
est tellement fort qu'une fois associées, deux protéines ne peuvent plus se séparer. Or, le
programme ne prend en charge que le déplacement de protéines individuelles et ne peut
effectuer celui d’un groupe de protéines. Une fois formé, un agrégat ne peut donc pas
étre déplacé et bloque le rétrécissement de la boite de simulation, ce qui explique que les
fractions volumiques, a pression osmotique constante, soient beaucoup plus faibles dans
le cas ou €5,; =0,15kgT que dans les autres simulations ou dans le cas expérimental. Un
phénomene similaire peut expliquer les pressions plus hautes a 0,1 kgT qu’a 0,075 kgT

pour les hautes fractions volumiques, favorisant la formation de clusters.

Le déplacement de groupes de protéines devra donc a l’avenir étre envisagé afin de pour-
suivre I’étude de I'influence des attractions a courte portée sur le déplacement des équa-
tions d’état. L’inclusion de patchs hydrophobes dans les modeles de protéines pourra
également étre envisagé, afin de limiter le nombre de zones disponibles pour 'associa-
tion entre protéines et réduire 'agrégation en masse. En affectant un potentiel de type
Lennard-Jones a ces zones exclusivement, nous pourrons rendre compte plus précisément
des modalités d’association et découpler les effets des interactions électrostatiques et des
attractions a courte portée, sans aller jusqu’a 1'utilisation de molécules d’eau explicites.
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FI1GURE 5.15 — Capture d’écran du systeme a 0,05 bar, pH 7, 150 mM de force ionique avec
€y — 0,]5kBT

5.2.3 pH7, I=2,02M

Une équation d’état complete a été réalisée sur la gamme de pressions 0,05 bar-50 bar,
avec des systemes de 50 particules. Les résultats sont présentés sur la figure |5.16

La différence entre I’équation d’état expérimentale et I’équation d’état issue de simulation
est tres importante : les fractions volumiques sont 2 a 3,3 fois plus élevées dans le cas
expérimental que dans le cas de la simulation, a pression osmotique constante.

Nous avons précédemment émis ’hypotheése quun phénomene de séparation de phases
liquide-liquide avait lieu dans nos échantillons a pH7 et 2,02M de force ionique (voir
section . Nous supposons que les goutelettes de phase dense, résultant d’attractions
entre les protéines, ne peuvent étre modélisées par notre programme, pour la méme raison
que les clusters précédemment cités. De plus, la formation de gouttelettes dépend forte-
ment de la tension superficielle de ces objets, qui n’est pas encore prise en compte dans

notre programme.
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FIGURE 5.16 — Equation d’état du lysozyme a pH7 et 2,02 M de force ionique, obtenue
expérimentalement (cercles pleins) et par simulation Monte-Carlo avec contre-ions impli-
cites et ey = 0,05 kT (cercles vides)

5.3 Conclusion

Le protocole de simulation mis en place prend en compte a la fois les caractéristiques
morphologiques des protéines considérées (forme, répartition des charges, titration des
acides aminés) et les interactions électrostatiques, stériques ou attractives a courte portée.
Il permet de simuler des dispersions de protéines dans des conditions physico-chimiques
données (pH, force ionique, température, pression, constante diélectrique du milieu), puis
de générer des spectres de diffusion des rayons X aux petits angles ou des équations
d’état. L’accord de ces données issues de simulation avec les données expérimentales est
bon, quoiqu’imparfait. Les équations d’état obtenues par simulation sont proches des
équations expérimentales, mais restent tres similaires au modele de Carnahan-Starling, en
dépit de I'anisotropie de forme des objets et des répulsions électrostatiques intégrées dans
le modele. L’analyse des différences entre les équations d’état théoriques et expérimentales
fait apparaitre le role prépondérant de ’eau, et plus spécifiquement la nécessité d’utiliser
dans de prochaines simulations un solvant explicite (eau et ions), pour rendre compte de
la formation de cristaux ou de I'influence des contre-ions. Cependant, I’ajout de molécules
d’eau explicites dans les simulations numériques contenant déja plusieurs dizaines de
protéines demande une puissance de calcul importante. Des méthodes permettant de
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réduire ce colit ont été développées, mais impliquent tout de méme des simplifications
dans la prise en compte des interactions eau/solutés, généralement en définissant une
zone réduite de I'espace de simulation ou les molécules sont prises en compte de fagon
explicite, I'extérieur étant traité de fagon implicite (Lee et coll., 2004 ; Fennell et coll.,
2011).

L’importance d’intégrer une composante attractive pour rendre compte du comportement
du lysozyme a forte force ionique et/ou a forte fraction volumique a également été mise en
évidence, méme si ce point n’a pas pu étre totalement exploré du fait de la formation de
clusters immobiles. Le déplacement des clusters de protéines formés lorsqu’on augmente
lattraction (via €r;), ainsi que la possibilité de dissociation, devront étre mis en place,
ce qui devrait améliorer I'accord des données simulées et expérimentales aux fortes forces
ioniques et/ou aux fortes fractions volumiques. Ce dernier point concerne également les
profils SAXS. En effet, les spectres de SAXS obtenus par simulation sur des dispersions
peuvent, si l'attraction est suffisamment forte (e;; > 0,08 kgT'), présenter les deux pics
caractéristiques des clusters dynamiques vus par Stradner et coll. (Stradner et coll., 2004),
mais leur position differe des données expérimentales : la différence, pour du lysozyme a
pH 7, 20 mM de force ionique et ® = 0, 126, entre les distances caractéristiques issues de
simulation (a e,y = 0,15kgT) et des expériences est de 7 A pour le pic inter-clusters et
de 67 A pour le pic inter-monomeres dans un cluster. Des clusters se forment donc dans
certaines conditions, mais les distances caractéristiques ne sont pas réalistes. Tous ces
points soulignent la complexité des mécanismes mis en jeu et la nécessité d'une description
précise de toutes les espece présentes et de la thermodynamique des transitions de phase

éventuelles (cristallisation, séparation de phases liquide-liquide, clustering).

Les conclusions tirées des simulations de systemes de molécules de lysozyme dans des
conditions de haute concentration confirment malgré tout certaines conclusions formulées
a partir des données expérimentales : la coexistence d’un potentiel mixte répulsif/attractif,
I'importance des contre-ions dans les interactions, ’attribution du bending et du saut de
concentration des équations d’état a la cristallisation. Ces conclusions découlent cepen-
dant de I'analyse d'un systeme « en bulk », en trois dimensions, ne subissant pas d’autre
contrainte extérieure que le retrait d’eau. Nous pouvons considérer que le seul moteur des
changements d’état du systeme est la concentration, si I'on y inclut I'effet des contre-ions
associés a chaque protéine. Cependant, dans nombre de systémes concentrés de protéines
rencontrés en industrie, d’autres forces influencent le comportement des protéines, en sus
de la simple concentration : température (poudres), interface avec un compartiment hy-
drophobe (mousses, encapsulation)... Nous pouvons alors nous interroger : les interactions
inhérentes au phénomene de concentration, mises en évidence en bulk, se retrouvent-elles
dans des systemes ou d’autres forces extérieures sont en jeu ? Quelle réle jouent-elles dans

le comportement des protéines dans ces autres systemes ? Peut-on isoler 1'effet concentra-
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tion dans ces systemes ?

L’étude par réflectométrie de neutrons des profils de concentration de couches de lysozyme
et d’ovalbumine a l'interface eau-air, ainsi que ’étude par ellipsométrie a l'interface eau-
air, présentées dans le chapitre suivant, apportent quelques éléments de réponse a ces
questions. En particulier, elles permettent de mettre en relation certaines caractéristiques

des équations d’état des deux protéines avec la nature des couches interfaciales formées.
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Chapitre 6

RoOle du confinement dans le
comportement interfacial
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Comme nous 'avons précédemment évoqué, les systémes ou la concentration en protéines
atteint plusieurs centaines de grammes par litre sont nombreux. Parmi eux, les mousses
de mélanges de protéines (lait, oeuf...) revétent une importance particuliere dans I'indus-
trie agroalimentaire et ont été largement étudiées, notamment grace a des mesures de
propriétés interfaciales de protéines pures ou en mélange (Wierenga et Gruppen, 2010).
Nous proposerons ici, grace aux apports des équations d’état que nous avons établies pour
le lysozyme et I'ovalbumine, de nouvelles hypotheses quant a la part de la concentration
dans le comportement interfacial de ces deux protéines. En particulier, nous apporterons
des éléments suggérant que deux facteurs, la présence d’évaporation et des interactions
attractives entre protéines, sont nécessaires a l’existence de multicouches de protéines a
'interface air/eau.

6.1 Une partie du comportement interfacial du lyso-
zyme et de ’ovalbumine est imputable a DPeffet

concentration

Les travaux de Le Floch-Fouéré (Le Floch-Fouéré, 2008) ont notamment porté sur le com-
portement du lysozyme et de 'ovalbumine & I'interface air/eau. Les résultats de tensiomé-
trie et d’ellipsométrie ont montré un comportement différent dans les mémes conditions
physico-chimiques (pH 7, force ionique proche de 40 mM et température de 19 °C), en
utilisant une solution de départ de méme concentration (10 gL''). En effet, dans le cas
de l'ovalbumine, les valeurs de pression de surface et d’angle ellipsométrique atteignent
en quelques minutes une valeur stable, tandis que dans le cas du lysozyme, ’angle ellip-
sométrique mesuré augmente contintiment durant les 8 h de suivi de cinétique. Pour le
lysozyme, seule la pression de surface arrive a saturation dans le temps de l'expérience
(8 h) (voir figure [6.1]).

Ces résultats ont montré que, dans ces conditions physico-chimiques, ’ovalbumine forme
des monocouches a l'interface air-eau, tandis que le lysozyme forme des couches d’épais-
seur plurimoléculaires, que nous nommerons par la suite multicouches. La concentration
de surface déterminée pour I'ovalbumine est de l'ordre de 2 mgm™. Dans le cas du lyso-
zyme, la valeur de concentration de surface de 4,2 mgm™2, estimée & partir des résultats
d’ellipsométrie apres 8 h de cinétique, doit étre utilisé avec précaution en raison de la
présence d'une multicouche. Dans ce cas, la correspondance entre angle ellipsométrique
et concentration de surface n’est pas aussi directe que dans le cas d’une monocouche et la
conversion en fraction volumique est également plus complexe, bien que l'on puisse dire
que de fortes valeurs de ’angle ellipsométrique correspondent a des fractions volumiques

élevées.
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Cette différence de comportement a également été reportée par de Feijter et coll. (de
Feijter et Benjamins, 1987) pour des solutions d’ovalbumine a pH6,4 et 1=20 mM, et
des solutions de lysozyme a pH6,7 et =20 mM. En effet, les auteurs estiment la den-
sité de surface correspondant a une monocouche saturée a 1,8 mgm pour le lysozyme et
2,2 mgm™ pour 'ovalbumine. Or, en 17 h la densité de surface de la couche interfaciale de
lysozyme avoisinne les 2,5 mgm™ pour une concentration en solution de 0,1 % massiques
(soit environ 1 gL), ce qui est interprété comme la formation de multicouches. En re-
vanche, a la méme concentration en solution, la densité de surface de la couche interfaciale

d’ovalbumine avoisinne les 1,5 mgm™.
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FIGURE 6.1 — Pression de surface (gauche) et angle ellipsométrique (droite) au cours des
cinétiques d’adsorption de l'ovalbumine (carrés vides) et du lysozyme (ronds pleins) a une
concentration de 5 gL, dans une solution a pH7, 40 mM de force ionique et 19 °C.
Figures extraites de (Le Floch-Fouéré, 2008)

Nous pouvons émettre 'hypothese que, dans le cas des multicouches, la premiere couche de
lysozyme est saturée. En utilisant la valeur donnée par de Feijters et coll., nous obtenons
alors une fraction volumique dans la gamme 0,28- 0,43, selon I'orientation de la protéine
a la surface de la solution. Pour une monocouche saturée d’ovalbumine, nous trouvons de

la méme maniere une fraction volumique comprise entre 0,23 et 0,36.

En reportant ces valeurs sur I’équation d’état du lysozyme a pH7 et 20 mM de force
ionique, nous remarquons que nous nous trouvons dans la zone ou les attractions entre
molécules deviennent prédominantes et initient la cristallisation. En revanche, dans le cas
de 'ovalbumine, les interactions prédominantes sont de nature répulsives, méme au-dela

de ® = 0,36 (voir figure [6.2).

Des mesures ellipsométriques ont été réalisées sur des couches interfaciales d’ovalbumine
formées a pH3,6 et 10 mM de force ionique et une concentration initiale de 0,1 gL
(Lechevalier et coll., non publié). Dans ces conditions de tampon, nous avons montré
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précédemment que les équations d’état de 'ovalbumine a pH 3,6 étaient situées sous le
modele de Carnahan-Starling, dénotant la prédominance de la composante attractive des
interactions entre protéines (voir section [3.2.1]).

100 100
© pH7, 20mM © pH7, 20mM

—— Carnahan-Starling —— Carnahan-Starling

Qo

Pression osmotique (bar)
o
Pression osmotique (bar)

01 01

0.01 0.01
0.01 01 1 0.01 01 1

Fraction volumique Fraction volumique

FIGURE 6.2 — Concentration de surface minimale estimée pour la premiére couche interfa-
ciale du lysozyme (gauche) et de l'ovalbumine (droite) a pH 7 et 40 mM de force ionique,
reportée en pointillés sur les équations d’état respectives des deux protéines a pH7 et
35 mM de force ionique.

Or, les mesures interfaciales a pH 3,6 montrent que I'angle ellipsométrique augmente de
facon continue sur toute la durée de ’expérience, sans atteindre de valeur saturante en
plusieurs dizaines d’heures (voir figure . En outre, 'angle ellipsométrique atteint avec
du tampon acétate a pH 3,6 est supérieur a 30 ° au bout de 66,5 h, montrant de fagon
non ambigiie la formation de multicouches, contrairement a ce qui peut étre observé avec

un tampon bis-tris propane a pH 7, pour lequel une monocouche est obtenue.

A partir de ces résultats, nous pouvons imaginer qu’apres formation de la premiere couche
interfaciale, le lysozyme et I’'ovalbumine sont présentes a une fraction volumique supérieure
a ® = 0,2. La nature, attractive ou répulsive, des interactions protéine-protéine a cette
fraction volumique déterminerait alors la formation -ou non- d’assemblages moléculaires,
a savoir les multicouches de protéines. Il est a noter, a cet égard, que les observations
de Yano et coll. (Yano et coll., 2011; Yano et Uruga, 2013) sur le lysozyme a 'interface
air /eau montrent des similitudes avec les observations que nous avons pu faire en solution.
En effet, ces auteurs montrent qu’il se produit un phénomene de salting-out dans les films
interfaciaux de lysozyme formés a pH7 et en présence de 2 M de NaCl, tout comme
nous l'avons observé lors de I’établissement de notre diagramme (P, IT) dans les mémes
conditions (Yano et coll., 2011). D’autre part, lors de 'injection de NaCl (concentration
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finale ~ 85 mM) sous un film interfacial de lysozyme pré-formé en I’absence de NaCl,
ils observent la formation de cristaux a la surface du film (Yano 2013 et Uruga, 2013).
Ceci est également cohérent avec le déplacement de la transition de cristallisation lors de

I’ajout de NaCl observée sur nos équations d’état.

35 -
30 -
25 -

20

Angle ellipsométrique (°)

——pH7 (bis-ris propane)
——pH 3,6 (lactate)

——pH 3,6 (acétate)

0 10 20 30 40 50 50 70

Temps (h)
FIGURE 6.3 — Suivi de l'angle ellipsométrique des cinétiques d’adsorption de [’ovalbumine
a une concentration de 0,1 g L' dans un tampon bis-tris propane a pH 7, =10 mM (courbe

bleue), un tampon lactate a pH 3,6, I=10 mM (courbe rouge) ou un tampon acétate a
pH 3,6, =10 mM (courbe verte) (Lechevalier et coll., non publié)

6.2 L’évaporation de ’eau a travers la couche in-
terfaciale est nécessaire a la formation de mul-

ticouches
Afin de caractériser la structure des films interfaciaux de fagon plus complete, nous avons
mené des expériences de réflectivité de neutrons sur des couches interfaciales de lysozyme

et d’ovalbumine, dans différentes conditions : pD 7 et 20 ou 170 mM de force ionique pour
les deux protéines et pD 3,6 et 20 ou 170 mM de force ionique en plus pour I'ovalbumine.
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Des mesures ont également été effectuées en utilisant des mélanges équimolaires lysozyme-
ovalbumine a pD 7 et 20 ou 170 mM de force ionique, ainsi qu’en effectuant une adsorption
séquentielle des deux protéines en proportion équimolaire, dans les mémes conditions
physico-chimiques. Dans tous les cas, la concentration totale en protéine dans la solution
de départ était de 1 gLt Afin de limiter les échanges HoO/D5O entre la solution et
I’atmosphere, un capot hermétique était installé au-dessus de la cuve de Langmuir, sauf
pour une série de mesures effectuée sans capot sur du lysozyme a pH7 et /=20 mM.

Les densités d’adsorption dans les couches interfaciales formées par ’ovalbumine en fonc-
tion du temps sont présentées sur la figure [6.4]

40 A pH7, 1=20mM
- A pH7, 1=170mM
35F 2 pH3.6, 1=20mM
o~ L A pH3.6, I=170mM
£ 30t
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FIGURE 6.4 — Densités d’adsorption da l'interface air/eau en fonction du temps, pour
des solutions d’ovalbumine a 1 gL!. Les conditions présentées, testées en présence du
capot hermétique, sont : pH 7, I=20 mM, 20 °C (triangles bleus vides) ; pH 7, =170 mM,
20 °C (triangles bleus pleins); pH 3,6, I=20 mM, 20°C' (triangles rouges vides); pH 3,6,
I=170 mM, 20°C (triangles rouges pleins).

Dans le cas ot le pD est de 7 et la force ionique de 20 mM, nous remarquons une augmen-
tation progressive de la densité d’adsoption puis une stabilisation a une valeur plateau

2

de lordre de 2,5 mgm™ a partir de 8 h de mesure. Cette valeur est cohérente avec les

2 mgm™ mesurés par ellipsométrie sur une solution d’ovalbumine a 10 gL, dans des
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conditions proches (pH 7, I =40 mM) (Le Floch-Fouéré, 2008) et dénote I'organisation en
une monocouche saturée de protéines a l'interface air/eau.

En revanche, les densités d’adsorption maximales pour les autres conditions sont de I'ordre
de 1 mgm™, soit trés inférieures & celles mesurées & pH7 et 20 mM de force ionique, ou
en ellipsométrie a pH7 et 20 mM de force ionique. Elles sont également plus faibles que
celles, de l'ordre de 1,5-1,6 mgm™, mesurées par Wierenga et coll. (Wierenga et coll.,
2003 et 2005a) avec des solutions d’ovalbumine & 0,1 ou 0,25 gLt (pH7, I=10 mM).
Une hypothese pour expliquer les densités d’adsorption plus faibles a pH 3,6 est la forte
charge des protéines (+31 e), qui peut étre a l'origine d’une répulsion a longue portée
entre protéines (Wierenga et coll., 2005a) mais surtout entre les protéines et 'interface,

suivant le principe de « miroir de charge » (image charge), ce qui limiterait I’adsorption : la
avec 7 la charge de la protéine et e, 1 les constantes diélectriques du solvant et de lair,

protéine ressentirait en effet de la part de I'interface I’équivalent d’une charge 7" =

respectivement (si ; < €). Le potentiel de répulsion électrostatique ainsi généré s’oppose
au potentiel attractif hydrophobe (Xu et Damodaran,1992; Damodaran et Xu, 1996).
Le fait que les données d’ellipsométrie ne montrent pas le méme phénomene peut étre
attribuable a I’action un troisiéme facteur, détaillé plus loin. La faible valeur des densités
d’adsorption maximales a pH 7 et 170 mM de force ionique est plus difficile a expliquer. En
effet, 'ajout de sel diminue en théorie les répulsions électrostatiques et devrait favoriser
I'adsorption, comme montré par Wierenga et coll. (Wierenga et coll., 2005a).

Les densités d’adsorption dans les couches interfaciales formées par le lysozyme, sont
quant a elles présentées sur la figure [6.5]

Pour toutes les conditions en présence du capot hermétique, les valeurs de densité d’ad-
sorption augmentent rapidement dans les premieres heures, atteignant 1,2 a 1,5 mgm™
au bout de deux heures. Puis, la pente des courbes décroit et une valeur maximale est
atteinte au alentours de 8 h apres le dépot de la solution dans la cuve. Cette valeur est si-
milaire pour toutes les conditions et est de 'ordre de 2-2,3 mgm™, ce qui est trés inférieur
aux valeurs précédemment mesurées par ellipsométrie a pH7 et 40 mM de force ionique
(autour de 4,2 mgm™) (Le Floch-Fouéré, 2008). Cela montre que, dans nos conditions
de mesure, le lysozyme forme des monocouches pour les trois couples (pH, force ionique)
testés. La fraction volumique en protéine y varie de & = 0,32 (pH 7, /=20 mM, 20 °C) a
® =0,36 (pH7, I=170 mM, 20 °C) si les protéines sont orientées avec leur plus petit axe
parallelement a la surface, et de & = 0,47 (pH7, I=20 mM, 20 °C) a & = 0,54 (pH7,
I=170 mM, 20 °C) si les protéines sont orientées avec leur plus grand axe parallelement
a la surface.
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FIGURE 6.5 — Densités d’adsorption a linterface air/eau en fonction du temps, pour des
solutions de lysozyme a 1 g L. Les expériences avec présence du capot hermétique ont été
effectuées a pH7, I=20 mM, 20 °C (ronds bleus vides); pH7, I=170 mM, 20 °C (ronds
bleus pleins) ; pH 7, I=20 mM, 30°C (croix rouges). Une expérience sans capot hermétique
a €té réalisée a pH'7, I=20 mM (carrés rouges).

Une série de mesures a également été effectuée sans capot hermétique, en utilisant une
solution de lysozyme a pH7 et 20 mM de force ionique. La figure montre que la
cinétique d’adsorption est plus rapide que pour les conditions avec capot hermétique et
que les valeurs de densité d’adsorption atteintes au bout de 7 h sont supérieures 4 3 mgm2.
Les points au-dela de 7 h de mesure n’ont pas été reportés car I’échange HoO/D-0O était
important, comme montré sur les profils de réflectivité de la figure Cependant, la
tendance de la seconde partie de la courbe (aprés 5 h de mesure) semble montrer une

reprise de 'augmentation de la densité d’adsorption.
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FIGURE 6.6 — Profils de réflectivité en fonction de la longueur d’onde, pour les mesures
effectuées a 1 h et 7 h d’adsoprtion sur des interfaces de lysozyme a pH 7 et 20 mM, sans
capot hermétique.

La courbe de la densité d’adsorption en fonction du temps montre donc que, sans capot
hermétique, le lysozyme forme des multicouches. Cette courbe présente deux parties,
séparées par une inflexion située vers 5 h apres le début de ’adsorption. Cette inflexion
est également présente sur les profils d’ellipsométrie a pH7 et 40 mM de force ionique, a
un temps similaire (voir figure [6.7).

Nous avons émis 'hypothese que 1’évaporation, présente dans le cas des expériences d’el-
lipsométrie et de réflectivité de neutrons sans capot hermétique, était nécessaire a la
formation de multicouches de protéine a 'interface air/eau. Afin de la vérifier, nous avons
effectué de nouvelles mesures d’ellipsométrie en utilisant les mémes conditions physico-
chimiques que dans les expériences de réflectivité de neutrons (lysozyme a 1 gL' dans
un tampon bis-tris propane a pH7 et 20 mM de force ionique) et en bloquant ou non

I’évaporation.
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FIGURE 6.7 — Densité d’adsorption obtenue par réflectivité de neutrons sans capot her-
métique (pH 7, I=20 mM) et angle ellipsométrique (pH7, 40 mM) mesurés a l'interface
air/eau d’une solution de lysozyme da 1 et 5 gL', respectivement, en fonction du temps.
Les valeurs d’angle ellipsométrique sont extraites de (Le Floch-Fouéré, 2008)

L’expérience « avec évaporation » était en effet réalisée a 'air libre, tandis que dans le cas
« sans évaporation », la solution de lysozyme était placée dans une bouteille hermétique,
dont l'air avait été auparavant saturé en vapeur d’eau. Les résultats, présentés sur la
figure [6.8, montrent que la formation de multicouches, visible par la forte augmentation
de l’angle ellipsométrique au cours du temps (supérieur a 50 © au bout de 40 h), n’intervient
que dans le cas ou ’évaporation est permise. En revanche, lorsque la solution est placée
dans une bouteille hermétique empéchant ’évaporation, seule une monocouche se forme
(I'angle ellipsométrique atteint une valeur saturante proche de 12 ° deés 10 h d’adsorption).
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FIGURE 6.8 — Angle ellipsométrique pour une solution de lysozyme a 1 gL dans un
tampon bis-tris propane a pH 7 et 20 mM de force ionique, avec évaporation (courbe bleue)
ou sans évaporation (courbe rouge)

Nous pouvons supposer que la premiere couche est formée par ’adsorption spontanée des
protéines a l'interface hydrophobe avec I'air, son existence ne dépendant donc pas de la
présence d’un flux d’évaporation a travers la couche interfaciale. Cependant, étant donné
la cinétique d’adsorption plus lente de la premiere couche dans le cas ou I'évaporation est
nulle, nous pouvons imaginer que 'advection causée par 1’évaporation accélere tout de

méme la montée des protéines a 'interface et donc la formation de la premiere couche.

Les couches supplémentaires, observées dans le cas du lysozyme lorsque 'évaporation
est permise (mesures d’ellipsométrie et mesures de réflectivité de neutrons sans capot
hermétique) semblent étre formées par advection des protéines lors de 1’évaporation. Les
protéines seraient entrainées par le flux d’eau et concentrées sous la premieére couche
interfaciale, comme décrit dans le cas de la formation de « peau » ou de « crotite » lors
du séchage de films de polymeéres ou de colloides (Guigner et coll., 2001 ; Koéning et coll.,
2008 ; Routh, 2013). Le devenir de la couche interfaciale serait ainsi le résultat de la
compétition entre le flux d’advection, sous l'effet de I’évaporation de I'eau, et la diffusion
placée, elle, sous le controle de la concentration locale et des interactions intermoléculaires.
Si les interactions sont majoritairement attractives, comme dans le cas du lysozyme a

fractions volumiques moyennes a élevées, les protéines déplacées par advection auront
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plus de facilité a sassocier a la premiere couche interfaciale et formeront des couches
supplémentaires; si les interactions sont majoritairement répulsives, comme dans le cas
de I'ovalbumine, les protéines entrainées par I’évaporation seront repoussées de la premiere

couche et seront plus susceptibles de retourner dans la sous-phase.

6.3 Conclusion

La mesure par réflectivité de neutrons des propriétés des couches de lysozyme et d’oval-

bumine adsorbées & I'interface air/eau ont permis, en association avec des mesures d’ellip-

sométrie et I'analyse des équations d’état, d’émettre deux hypotheses importantes quant
au mécanisme d’association des protéines a 'interface :

— L’advection résultant de I’évaporation de ’eau a la surface de la solution est un moteur
majeur de la formation des couches interfaciales de protéines. Elle accélere la formation
de la premiere couche de protéines, due cependant aux interactions hydrophobes avec
I'interface, et est I'unique moteur de ’adsorption de couches supplémentaires sous la
premiere.

— La formation de multicouches est en partie une résultante de la nature des interactions
entre protéines a fraction volumique élevée (® > 0,2). Si ces interactions sont prin-
cipalement attractives, comme dans le cas du lysozyme a pH7 ou de 'ovalbumine a
pH 3,6 (voir les équations d’état), les protéines concentrées par advection sous la pre-
miere couche interfaciale vont s’y associer et former des multicouches. En revanche, si
ces interactions sont principalement répulsives, comme dans le cas de 'ovalbumine a
pH 7, les protéines amenées par advection au voisinage de la premiere couche interfa-
ciale en seront repoussées et retourneront au bulk, ne permettant pas la formation de
multicouches.

Ces résultats doivent a présent étre validés et complétés par des expériences supplémen-
taires : des mesures de réflectivité de neutrons avec des atmosphéres composées d’air sec
ou saturées en eau permettront par exemple de borner la contribution de I’évaporation
dans l'adsorption du lysozyme et de 'ovalbumine a l'interface air/eau. Cela permettra,
par la suite, d’orienter les travaux vers 'utilisation de modeles, afin de quantifier le role
de I’évaporation dans les propriétés interfaciales.

Les propriétés du lysozyme et de 'ovalbumine que nous avons pu déduire de 'analyse des
équations d’état permettent d’expliquer en partie celles mesurées a linterface air/eau.
Elles pourront également, a I'avenir, étre mises en relation avec des modeles de couches
interfaciales faisant intervenir des gradients de pression osmotiques, comme ceux déve-
loppés par Bouchoux et coll. (Bouchoux et coll., 2014). Les équations d’état offrent donc

une potentialité intéressante pour la compréhension des phénomenes intervenant dans
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les systemes concentrés en protéines, tels que les mousses, les poudres ou les solutions

médicamenteuses.
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Conclusion générale - Perspectives
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Les systemes concentrés de protéines font partie des éléments fondamentaux de la trans-
formation alimentaire depuis des milliers d’années, a I'instar des films interfaciaux stabi-
lisant la mousse de la biere ou les alvéoles du pain. Ils interviennent également dans de
nombreux autres types d’environnements, tels que le milieu intracellulaire ou les produits
pharmaceutiques. Pourtant, I'intérét pour les aspects les plus fondamentaux des interac-
tions entre protéines dans des conditions de forte concentration est relativement récent et
a connu une rapide expansion depuis 10 ans, s’appuyant notamment sur des techniques de
rayonnement et de modélisations numériques. Ces travaux ont débouché sur des modeles
d’interactions hérités de la physique des colloides, qui, bien que de plus en plus précis,
ne parviennent encore pas, a '’heure actuelle, a rendre compte de toutes les modalités
d’interactions des protéines.

A travers ce travail, nous avons cherché & décrire les variations d’état physique et les inter-
actions intervenant dans des solutions de deux protéines globulaires modeéles, le lysozyme
et I'ovalbumine, sur une large gamme de concentrations. L’originalité de ce travail réside
dans la gamme étendue de concentrations étudiées, allant d’une phase diluée (18 gL,
soit @ ~ 0,01) jusqu’a une phase solide concentrée (870 gL, soit ® ~ 0,62), et la mise
en relation avec les pressions osmotiques correspondantes, qui nous a permis de valider,

d’infirmer et de proposer plusieurs modeles d’interactions.

Notre raisonnement a suivi quatre grandes étapes. Dans un premier temps, nous avons
établi les diagrammes mettant en relation la fraction volumique et la pression osmotique
de solutions de lysozyme et d’ovalbumine, dans différentes conditions physico-chimiques
(pH, force ionique), ce qui nous a permis d’étudier I’évolution des diagrammes en fonction
de l'intensité et de la portée des interactions électrostatiques. Nous avons pu, a travers
des expériences de réversibilité thermodynamique et morphologique, montrer que ces dia-
grammes sont des équations d’état et présentent des états d’équilibre thermodynamique
des solutions dans les conditions choisies. Nous avons pu mettre en évidence la différence de
comportement des deux protéines lors de 'augmentation de la fraction volumique, que ce
soit en termes de morphologie et d’état physique des échantillons ou des équations d’état.
En effet, les équations d’état du lysozyme se découpent en trois parties (zones diluée, de
transition et concentrée), dont les positions et les limites en termes de fraction volumique
et de pression osmotique varient en fonction des conditions du milieu : une charge plus
faible ou plus écrantée induira un déplacement des zones diluées et de transition vers
les plus faibles pressions osmotiques et un déplacement des limites de zones vers les plus
faibles fractions volumiques. Nous avons établi un modele d’interactions combinant ré-
pulsion stérique (Carnahan-Starling), répulsion électrostatique écrantée (Debye-Hiickel)
et attractions de type van der Waals (Hamaker) qui rend compte de fagon efficace de la
tendance des zones diluées et de transition des équations d’état du lysozyme. Nous avons

également montré, a travers ce modele et le calcul des valeurs du second coefficient du
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viriel (Bgg), que la prise en compte des contre-ions dans la force ionique est essentielle
pour la description des interactions entre protéines, en particulier a des fractions volu-
miques aussi élevées que celles que nous étudions. Cependant, I’accord n’est pas parfait et
montre les limites d’'un modele théorique ne prenant pas en compte la forme réelle, ellip-
soidale, du lysozyme, ni I’anisotropie de répartition de charges a sa surface. Par ailleurs,
les équations d’état de 'ovalbumine a pH 7 et 9 montrent une tendance croissante conti-
nue et les pressions osmotiques restent constamment supérieures au modele de spheres
dures de Carnahan-Starling. Elles ne sont sensibles qu’a la variation de l'intensité de la
charge, le rapprochement de la charge du point isoélectrique induisant un décalage vers
les plus faibles pressions osmotiques, mais pas a I'influence de la force ionique induite par
le NaCl. Nous en avons déduit que les interactions répulsives sont dominantes chez ’oval-
bumine sur toute la gamme de concentrations étudiées. En revanche, les équations d’état
partielles établies a pH 3,6 montrent des points situés dans la zone attractive de 'espace
(®, II), malgré une charge nette absolue plus forte qu’a pH 7. Ces équations nécessitent
d’étre reproduites et complétées dans le futur, mais pointent vers de nouvelles propriétés,
inhabituelles, des protéines : comment expliquer que les interactions entre des protéines
a tres forte charge nette (+ 31e) soient attractives, tandis que celles entre des protéines
a charge nette plus faible (- 10 e) sont répulsives ? Des hypothéses ont été mises en avant
(capacitance, anisotropie de charge) pour expliquer ce phénomene, mais nécessiteront tres
probablement la confrontation de modeéles numériques aux données expérimentales afin

d’étre validées ou infirmées.

La seconde étape de ce travail a consisté a répondre a quelques-unes des questions restées
en suspens apres analyse des équations d’état, a savoir la nature de la zone de transition
des équations du lysozyme et le devenir des protéines dans la zone concentrée. Pour cela,
nous nous sommes servis de diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS), une technique
de plus en plus largement utilisée pour caractériser les solutions concentrées de protéines.
Les résultats ont montré de nouvelles différences dans le comportement du lysozyme et
de 'ovalbumine lors de la concentration. Les spectres SAXS ont en effet montré que le
plateau de pression osmotique observé dans la zone de transition des équations d’état du
lysozyme est causé par la cristallisation massive des échantillons et que la fraction volu-
mique des échantillons dans la zone concentrée de ces équations est uniquement controlée
par la fraction volumique en protéine dans les cristaux. Les caractéristiques de ces cristaux
se sont par ailleurs révélées semblables a celles décrites pour le lysozyme dans de nom-
breux autres travaux. Les spectres SAXS mesurés sur les échantillons d’ovalbumine ont au
contraire montré ’absence totale de cristallisation dans les échantillons de cette protéine,
nous amenant a supposer que la transition liquide-solide observée dans les échantillons
d’ovalbumine est causée par une vitrification, ou une gélification. Des expériences de rhéo-

logie réalisées sur des échantillons d’ovalbumine a différentes fractions volumiques, avant
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et apres solidification, permettront certainement de trancher entre ces deux hypotheéses.
Une caractéristique intéressante des spectres réalisés sur des échantillons d’ovalbumine a
trés haute fraction volumique (® > 0,44) est I'effondrement du pic principal du facteur
de structure, puis du second pic situé a des valeurs plus hautes de ¢. Ce phénomene,
jusqu’ici observé uniquement sur des suspensions concentrées de particules déformables
(nanoémulsions de polydimethylsiloxane, micelles de caséine), a été interprété comme le
signe d’'une fusion des couches d’hydratations des protéines, qui possederaient une plus
forte densité électronique que 'eau du bulk. Ce serait cette perte de contraste entre ob-
jets qui causerait l'effondrement du facteur de structure. Afin de valider cette hypothese,
il serait pertinent d’effectuer des expériences de diffusion de neutrons aux petits angles
(SANS) en faisant varier la densité de longueur de diffusion du bulk, ce qui permettrait
de vérifier I'existence d'une couche de densité supérieure au tampon aux alentours de la

protéine et d’en déterminer la densité de longueur de diffusion.

La troisieme étape a consisté en 1'utilisation de modeles numériques, de type Monte-
Carlo, pour comprendre les interactions mises en jeu dans les solutions de lysozyme, en
détaillant plus finement la morphologie des protéines (forme, répartition des charges, pos-
sibilité de titration acido-basique des résidus) que dans le modele utilisé précédemment.
Cette méthode a fait apparaitre I'importance de prendre en compte la totalité des as-
pects thermodynamiques des phénomenes intervenant lors de la concentration, tels que
la cristallisation des solutions de lysozyme ou la formation de clusters dynamiques. Elle
a également montré le role prépondérant de 1’eau et des ions dans les interactions entre
protéines, que ce soit a travers les interactions protéines-ions et ions-ions, la tension super-
ficielle des assemblages de protéines (cristaux, gouttelettes de liquide dense) ou ’établisse-
ment d’interactions hydrophobes orientées. La prise en compte progressive de ces éléments
dans un but d’amélioration du modele numérique devra étre envisagée, a commencer par

I'utilisation d’ions, voire de molécules d’eau, explicites dans les simulations.

Enfin, la derniere étape de notre cheminement a consisté a confronter nos observations et
hypotheses, issues de I’analyse du seul effet de la concentration des protéines, a un systeme
plus complexe faisant intervenir a la fois 'effet concentration et l'interaction avec une
surface hydrophobe, 'interface air-eau. Nous avons, a travers la mise en paralléle de nos
équations d’état et des résultats de mesures interfaciales, pu montrer des similitudes dans
le comportement des protéines en bulk et a Uinterface air/eau, dénotant de I'importance
de D'effet concentration dans les propriétés interfaciales du lysozyme et de I'ovalbumine.
En particulier, dans la gamme de concentrations correspondant a la couche interfaciale,
la prédominance des interactions attractives entre molécules de lysozyme a pH 7 ou entre
molécules d’ovalbumine a pH 3,6, montrée via les équations d’état, a été mise en relation
avec les propriétés d’auto-assemblage des protéines en multicouches a 'interface air/eau,

tandis que la prédominance des interactions répulsives entre molécules d’ovalbumine a
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pH7 a été reliée a 'absence de multicouches. D’autre part, nous avons fait apparaitre
I'importance de 'advection liée a I’évaporation de 'eau dans le mécanisme de formation
des couches interfaciales de protéines, comme accélérateur de la formation de la premiere
couche, mais surtout comme moteur de la concentration des protéines sous la premiere
couche, donnant lieu, le cas échéant, a la formation des couches supplémentaires décrites
précédemment. Ces observations nécessiteront de poursuivre ’étude de I'influence du taux
d’évaporation sur la cinétique de formation des couches interfaciales de protéines, a la fois
d’un point de vue expérimental, mais également en confrontant nos données a des modeles
développés sur des systemes similaires, comme les films de polymere sous séchage ou la
filtration membranaire. La perspective est de relier les équations d’état des protéines et
leur profil de concentration dans les couches d’adsorption.

Ce travail a permis d’apporter de nouvelles connaissances dans le domaine des systemes
concentrés de protéines, en éclairant sous plusieurs angles les interactions et les phé-
nomenes mis en jeu lors de la concentration de solutions de deux protéines globulaires
modeles, le lysozyme et 1'ovalbumine. Les équations d’état obtenues par la méthode de
compression osmotique offrent en effet ’avantage de se présenter sous une forme pouvant
étre mise directement en parallele avec de nombreux modeles théoriques d’interactions et
donnant des informations précises sur le déroulement des transitions de phases et leur em-
placement dans le diagramme (®, IT). L’étude de l'effet des conditions physico-chimiques
est également relativement aisée, la compression osmotique ne présentant pas le désavan-
tage de concentrer les sels en méme temps que les protéines, a la différence de techniques
comme le séchage. Ces connaissances sont d'une grande importance pour la formulation
raisonnée de produits a forte concentration en protéine et nécessitant de se trouver dans un
état physique particulier (ex. liquide pour les médicaments injectables). Outre ces aspects,
un prochain objectif sera d’utiliser ces équations d’état pour la description de systemes
faisant intervenir des gradients de concentration et de pression osmotique, comme les
couches interfaciales de protéines ou les couches de rétentat générées en filtration mem-
branaire. La connaissance du gradient de pression osmotique dans ces systémes permettra
de déduire la répartition des concentrations en protéine dans les différentes régions et
leur état physique (liquide, gel...). Cela permettra également de savoir comment moduler
les interactions existant dans ces systémes en variant les conditions physico-chimiques,
afin d’en modifier I’état selon des besoins technologiques (diminution de ’encrassement
des membranes de filtration, mousses plus stables...) pour aboutir ainsi a un savoir-faire
opérationnel vis-a-vis des propriétés des systemes.
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Annexe : Valeur des constantes

Constante de Boltzmann : kg = 1,3806488 102 m?kgs? K
Permittivité du vide : gg = 8, 8541878210712 m3 kg! s* A2
Constante diélectrique de 'eau (20 °C) : ¢, = 80,1

Nombre d’Avogadro : N4 = 6,022 10% mol™

Charge élémentaire : e = 1,60217657 107 C

Constante des gaz parfaits : R = 8, 3144621 J mol* K
Constante de Planck : h = 6,62606957 1073 Jg!

Volume molaire de I'eau : v, = 1,8107° m?® mol™!
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Interactions et structures dans les solutions hautement concentrées de protéines globulaires
Etude du lysozyme et de ’ovalbumine

Résumé : Les phases concentrées de protéines sont au centre de nombreuses études visant a identifier
et caractériser les interactions et transitions de phases mises en jeu, en utilisant le large corpus de
connaissances acquis sur les phases concentrées de colloides. Ces phases concentrées de protéines
possédent en outre une grande importance dans des domaines aussi variés que I’industrie
agroalimentaire, l’industriec pharmaceutique et la médecine. L’établissement d’équations d’état
présentant la pression osmotique (IT) en fonction de la fraction volumique (®) est une méthode
efficace de caractérisation des interactions entre les composants d’un systéme. Nous I’avons appliquée
a des solutions de deux protéines globulaires, le lysozyme et I’ovalbumine, en balayant une gamme de
fractions volumiques allant d’une phase diluée (® < 0,01) a une phase concentrée, solide (O > 0,62).
Les équations d’état obtenues, couplées a d’autres techniques (SAXS, simulations numériques), ont
permis de mettre en évidence un comportement trés différent des deux protéines lors de la
concentration et ont montré leur complexité en comparaison avec des colloides modeles. La mise en
relation des équations d’état et du comportement interfacial de ces deux protéines a montré des points
de convergence et permis de formuler une nouvelle hypothése expliquant certaines observations
portant sur I’adsorption des protéines a I’interface air-eau.

Mots-clés : Protéines, concentration, lysozyme, ovalbumine, compression osmotique, interactions,
diffusion des rayons X aux petits angles, réflectivité de neutrons, simulations Monte-Carlo

Interactions and structures in highly concentrated solutions of globular proteins
Study of lysozyme and ovalbumin

Abstract : Concentrated phases of proteins are the subject of numerous studies aiming at identifying
and characterizing the interactions and phase transitions at play, using the large corpus of knowledge
in the field of concentrated colloids. Those concentrated phases of proteins have, in addition, a great
importance in various fields, such as food industry, pharmaceutical industry and medicine. The
establishment of equations of state relating osmotic pressure (IT) and volume fraction (®) is an
efficient way of characterization of the interactions between the components of a system. We applied
this method to solutions of two globular proteins, lysozyme and ovalbumin, spanning volume fractions
ranging from a dilute phase (® < 0,01) to a concentrated, solid phase (® > 0,62). The equations of
state, coupled to other methods (SAXS, numerical simulations), enabled us to show that the two
proteins carry a very different behavior when submitted to concentration and that their complexity is
beyond that of colloids. Relating equations of state and interfacial behavior of these two proteins also
showed points of convergence and enabled us to formulate a new hypothesis which explains some of
the results obtained in the study of adsorption of proteins at the air-water interface.

Keywords: Proteins, concentration, lysozyme, ovalbumin, osmotic compression, interactions, small
angle X-ray scattering, neutron reflectivity, Monte-Carlo simulations
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