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Résume

Le cuivre est un elément essentiel pour les organismes vivants mais cytotoxique en
concentration trop élevée. Par conséquent, cela lui confere des propriétés désinfectantes et
antimicrobiennes connues et employées depuis des siécles. Le cuivre est notamment utilisé pour
couvrir les surfaces fréeguemment touchées dans les hdpitaux et les centres de soins afin de

diminuer les transmissions par contact et diminuer les infections nosocomiales.

Cependant, certaines bactéries comme Escherichia coli ou Caulobacter crescentus ont
développé des mécanismes d’homéostasie, de résistance et de tolérance leur permettant de
supporter des concentrations en Cu?* bien plus hautes que la plupart des autres bactéries. Chez
C. crescentus, ce mécanisme de détoxification dépend de deux protéines : PcoA, une multi-
copper oxydase périplasmique qui oxyde le Cu* en Cu?*, et PcoB, supposée étre une protéine

membranaire & efflux de cuivre qui exporterait les cations Cu?* hors du périplasme.

L’objectif général de ce travail consiste en 1’étude et la caractérisation de la protéine
membranaire PcoB afin de mieux comprendre son rdle dans le mécanisme d’homéostasie du
cuivre chez C. crescentus. Pour ce faire, sa structure sera étudiée a 1’aide de techniques
computationnelles, physico-chimiques et spectroscopiques, tandis que sa fonction sera évaluée
via I’élaboration d’un test de relargage in vitro. Ce dernier consiste a insérer la protéine dans la
membrane d’un liposome contenant du cuivre afin de former un protéoliposome. Le cuivre

relargué sera par la suite dosé.
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1. Introduction




1. Introduction

1.1. Cuivre et proprietés antimicrobiennes
Le cuivre (Cu) est un element essentiel a la plupart des organismes vivants car il est
impliqué, souvent comme cofacteur, dans une multitude de réactions redox enzymatiques.
Chez I’Humain, celui-ci se retrouve par exemple comme cofacteur de la cytochrome C
oxydase, une enzyme cruciale pour le fonctionnement des mitochondries et donc de toutes les
cellules humaines.!? Ce métal est également retrouvé chez les bactéries comme cofacteur des

oxydases impliquées dans la réduction de 1’02 et dans le maintien du gradient de protons.®

Bien que primordial, les ions cuivre sont cytotoxiques lorsqu’ils sont présents en exces.
Cette propriété du cuivre explique pourquoi il est utilisé comme agent désinfectant et
antimicrobien depuis des siécles. En effet, la premiére trace de son application dans le
domaine médical remonte au papyrus Edwin Smith, rédigé vers 1600 BC mais supposé étre
une copie d’un travail réalisé vers 3000 BC.* Ce manuscrit décrit 1’utilisation de composés
cuivrés pour stériliser une blessure a la poitrine ou assainir de 1’eau et la rendre potable. Les
traitements employés a I’époque étaient principalement constitués d’éclats et de copeaux de
cuivre métallique ainsi que de divers sels et oxydes naturels comme la malachite
(Cu,CO3(0H),) ou le chrysocolle ((Cu, Al),H,Si,0<(0H),.n H,0) par exemple.*

En 2008, le cuivre pur et 478 de ses alliages ont été officiellement reconnus par 1I’Agence
Américaine de Protection de I’Environnement (United States Environmental Protection
Agency, US EPA) comme les tous premiers métaux antibactériens.® Pour posséder cette
propriété, il est nécessaire que le mélange soit composé au minimum de 60 % de cuivre. Ces

alliages sont classés en 5 groupes en fonction de leur pourcentage en cuivre (Tableau 1).

Tableau 1 — Contenu en cuivre et numéro EPA des différents groupes d’alliages antibactériens®

Groupe %enCu N° d’enregistrement EPA
I 95.20 — 99.99 8212-1
I 87.30 - 95.00 8212-2
"l 78.10 — 87.09 8212-3
v 68.20 — 77.50 8212-4
\Y 65.00 — 67.80 8212-5
VI 60.00 — 64.50 8212-6




Le cuivre métallique possede les meilleures propriétés antimicrobiennes mais, en
pratique, les alliages sont plus fréqguemment employés car leur colt est moindre. Les deux
principaux alliages employés de nos jours sont le bronze (généralement composé de minimum
65 % en cuivre, d’environ 15 % en étain et le tout complété par divers autres éléments tels que
le zinc, le plomb ou encore 1’aluminium) et le laiton (composé de 60 a 95 % en cuivre et

complété par du zinc).’

A T’heure actuelle, le cuivre est toujours employé comme un agent antimicrobien et
désinfectant. Il est principalement retrouvé dans le domaine des soins de santé et les hopitaux
comme revétement pour les équipements et les surfaces fréquemment touchées tels que les
éviers, les poignées de porte ou encore les rampes (Figure 1).81% L’ objectif de cette utilisation
est de diminuer la charge microbienne des surfaces afin de réduire la transmission par contact
ainsi que le taux d’infections nosocomiales. Il est important de noter que la majorité des
surfactants employés dans les hépitaux pour laver les surfaces sont compatibles avec celles
recouvertes de cuivre. Seuls ceux contenant des chélateurs d’ions métalliques tels que ’EDTA
ne peuvent étre utilisés. Par ailleurs, la crise sanitaire mondiale engendrée par le COVID-19
a également renouvelé I’intérét pour ces surfaces antibactériennes depuis que I’EPA a
officiellement reconnu certains alliages du cuivre comme étant efficaces contre le virus

SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome CoronaVirus 2).1

Figure 1 — Exemples de surfaces fréquemment touchées recouvertes d’un revétement cuivré (Central Texas
Veterans Health Care System, Temple, TX, USA).°

Actuellement, les mécanismes de la cytotoxicité du cuivre envers les bactéries, virus et

champignons ne sont pas encore totalement compris. D’apreés les hypothéses actuelles sur le
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sujet, ces mecanismes seraient différents pour chaque organisme. En ce qui concerne les
bactéries, la forte concentration en ions de cuivre dissous par I’environnement liquide semble
jouer un role important dans cette toxicité. La grande majorité du cuivre présent dans les
solutions aqueuses est sous forme de cation divalent et non monovalent. En effet, bien que la
derniere couche de la structure électronique du Cu* soit fermée et donc plus stable, son
enthalpie d’hydratation est trés faible. Cette énergie est bien plus grande pour le Cu?* ce qui
permet de contrebalancer le déficit énergétique engendré par la couche électronique de

valence ouverte.

Ces cations metalliques engendreraient des dégats au niveau de la membrane et y
formeraient des pores.'? Ils pénétreraient ainsi dans la cellule via ces orifices, ce qui
engendrerait des réactions de types Fenton (1-4) et donc la formation d’espéces réactives de

’oxygeéne (reactive oxygen species, ROS) telles que 05, H,0, ou HO".2

Cu?* + 05 - Cut + 0, (1)

Cu* + H,0, — Cu?* + HO" + HO™ )
035 + H,0, - HO" + HO™ + 0, 3)
205 +2H* > H,0,+ 0, 4)

L’augmentation de la quantité de ROS contenue dans les cellules entrainerait un
déséquilibre entre la vitesse de formation de ces derniers et leur vitesse de dégradation par
I’organisme. Ce phénomene se nomme stress oxydatif. Il est nocif pour la bactérie puisque les
ROS vont réagir avec de nombreuses entités telles que des protéines, des lipides, ou encore
des bases nucléiques. Tous ces composés vont étre dégradés et altérés, ce qui va détraquer

tout le métabolisme et conduire & la mort cellulaire.®

De plus, la forte concentration en cuivre dans le milieu et la grande affinité des cations
Cu* et Cu® pour les thiols engendreraient un déplacement dans les équilibres des
métalloprotéines ce qui conduirait a la mismétallation de certaines d’entre elles. Leur activité

en serait alors modifiée et cela ménerait a I’apoptose.**

1.2. Homéostasie, résistance et tolérance bactérienne

Malgré I’efficacité du cuivre contre la plupart des virus et des bactéries via les
mécanismes hypothétiques mentionnés ci-dessus, certains organismes semblent avoir

développé des systémes d’homéostasie, de resistance ou de tolérance. Le phenomene
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d’homéostasie correspond au maintien d’un parametre cellulaire (pH, concentration en ions,
...) dans une gamme optimale pour la bactérie alors que la résistance est la mise en ceuvre de
meécanismes cellulaires permettant & la bactérie de survivre en permanence dans des conditions
plus dures (pour des bactéries ne possédant pas ce systeme). La tolérance est observée lorsque

le stress est passager et non permanent.

Ces trois systemes de détoxification sont par exemple retrouves chez certaines bactéries
a gram negatif telles que Caulobacter crescentus, Escherichia coli et Pseudomonas
aeruginosa, et également chez certaines bactéries a gram positif comme Staphylococcus
aureus et Enterococcus hirae. Tous ces organismes peuvent supporter des concentrations en
cuivre plus élevées que la moyenne des bactéries ne possédant pas de stratégie de

détoxification du cuivre, 381518

De nombreux systémes de régulation existent parmi les bactéries. Chez celles a gram
négatif, les quatre principaux se nomment Cue, Cus, Pco et Cop.1®?! La régulation des ions
du cuivre est principalement étudiée chez E. coli ou I’on retrouve ces quatre grands
mécanismes (Figure 2). Tous ces systemes sont composes de multiples protéines (globulaires
et membranaires) et possédent des fonctionnements relativement différents. Cependant, leur
objectif principal est identique : maintenir une certaine concentration en cuivre dans
I’organisme (ni trop haute ni trop basse) via le captage et I’expulsion des Cu* et Cu?*, afin de

protéger la bactérie de la cytotoxicité de ces cations métalliques.

Environnement externe

Membrane externe /_I_\

N A

@ 0
Périplasme O CusCBA P—— gueg
O 2 2 H,0
2

CopA

\J\Q/

/ Q Cu*
oz ® o

Figure 2 — Schéma simplifié des systémes de régulation du cuivre Cue, Cus, Pco et Cop présents chez E. coli.?!

Membrane interne

Cytoplasme



1.3. Caulobacter crescentus et PcoB

C. crescentus est une alphaprotéobactérie a gram négatif et non pathogéne capable de
vivre dans des milieux oligotrophes. Elle est principalement retrouvée dans des milieux
aquatiques comme des sources d’eau douce (riviéres et lacs) ou dans certains types de sols.
Elle est également une bactérie modéle fortement étudiée en biologie car elle possede un cycle
de réplication asymétrique peu commun (Figure 3). En effet, la division d’une cellule mere
produit deux types de cellules filles différentes : une cellule mobile possédant un flagelle
(swarmer cell, SW) et une seconde immobile possédant un pédoncule (stalked cell, ST). Dans
un milieu stressant comme par exemple une forte concentration en cuivre, les cellules SW
vont se déplacer par chimiotaxie négative afin de trouver un environnement plus adapté alors
que les ST, immobilisées sur une surface via leur pédoncule, expriment de maniére plus

abondante le systeme de détoxification du cuivre Pco.

RV ]’_ Séparation du

. ‘.‘ ":‘ flagelle
Rotation du ‘w‘ / \ | \

flagelle o

/" ~

Formation du
/\ pédoncule

Assemblage
du flagelle Initiation de la
\. / réplication de |
() PADNetdela | ,‘
[ | séparation { /-‘
/ / VS
.-"‘ <
P~ g Initiation de la .
v | \'\‘. constriction { \“-.
\ | cellulaire
) *-_’-"'

Figure 3 — Cycle de réplication de Caulobacter crescentus???
Les membranes externes de cette bactérie sont majoritairement composées d’environ 95
% de 1,2-dielaidoyl-sn-glycéro-3-phospho-1'-rac-glycérol (PG 18:1 ou PG) et d’environ 5 %
de de 1'.3-bis[1,2-dioleoyl-sn-glycéro-3-phospho]-glycérol (Cardiolipine 18:1 ou CL)
(Figure 4).24%7
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Q OH
/\/\/\/\/\/\/\/\)J\O/Y\O/IIF"‘O\/K/OH

Figure 4 — Structure (A) du PG et (B) de la CL, lipides constitutifs de la membrane de C. crescentus.

Dans des conditions naturelles sans stress extérieur, la concentration périplasmique en
Cu?* chez C. crescentus est d’environ 2 mM.?8 Afin de maintenir cette concentration au niveau
optimal, les trois systémes de régulation mentionnés dans la section précédente (Figure 2) sont
actifs chez cette bactérie.?® Dans ce travail, seul le systéme Pco de C. crescentus sera abordé.

Ce dernier se nomme PcoAB car il est constitué de deux protéines : PcoA et PcoB (Figure 5).
O
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Figure 5 — Modéle du mécanisme PcoAB impliqué dans la tolérance au cuivre de C. crescentus.?

PCoA est une multi-copper oxydase périplasmique qui convertit le Cu* en Cu?* alors que
PcoB est, quant a elle, supposée étre une protéine membranaire a efflux de cuivre qui
exporterait les cations Cu?* hors du périplasme. Contrairement a PcoB, de nombreuses
informations sont disponibles dans la littérature concernant PCoA qui est une protéine
globulaire soluble. Sa structure tertiaire a par ailleurs pu étre prédite sur base d’une protéine
homologue dont la structure a été cristallisee (CueO, code Protein Data Bank (PDB):
3NSF).?° Concernant PcoB, du fait de son caractére membranaire, seule sa séquence a été

déterminée. Cette derniére est composée de 302 résidus et possede une masse moléculaire de

32.69 kDa.
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1.4. Les protéines membranaires et leurs difficultés
Il existe trois grandes familles de protéines définies selon leur structure tertiaire et/ou
quaternaire : les protéines globulaires, les protéines membranaires et les protéines fibreuses.
Etant donné leur caractére soluble en milieu aqueux, les protéines globulaires sont
principalement retrouvées dans le cytoplasme et le périplasme. Par ailleurs, les protéines
membranaires seront généralement insérées dans les membranes car elles possedent une partie
de leur structure qui est hydrophobe. Les protéines fibreuses sont également insolubles en

milieu aqueux et se retrouveront donc généralement dans la matrice extracellulaire.®

Les propriétés intrinseques des protéines globulaires leur permettent d’étre facilement
surexprimées, purifiées, cristallisées et caractérisées. L’obtention de leur conformation 3D est
principalement réalisée via diffraction de rayons X ou résonance magnétique nucléaire.
Cependant, malgré le fait qu’environ 25 % des protéines synthétisées par les organismes soient
des protéines membranaires®, les propriétés de ces derniéres rendent leur étude plus
complexe. En effet, tres peu de leurs structures sont référencées dans la PDB : seulement
10495 structures sur les 198998 sont celles de protéines membranaires, ce qui représente

environ 5 % de I’ensemble des structures connues a ce jour.>

Malgré ces difficultés engendrées par la nature méme des protéines membranaires,
certaines méthodes permettent tout de méme de pouvoir les produire et les étudier. En ce qui
concerne la surexpression de ce type de protéines, deux grandes méthodes existent : i) la
surexpression en membrane, ou la protéine en est extraite par 1’ajout de détergent, ii) la
surexpression en corps d’inclusion, amenant la protéine dans le cytosol et menant
généralement a sa dénaturation. La premiere option possede un avantage structural puisqu’elle
permet de récupérer la protéine dans sa conformation native. Cependant, le rendement final
qui en résulte est trés faible.333 La seconde méthode permet d’obtenir des rendements bien
plus élevés mais meéne a la formation d’agrégats biologiquement inactifs nommés corps
d’inclusion (CI).%53® Le désavantage de cette méthode est que la protéine est donc sous sa
forme dénaturée et qu’une étape de renaturation est nécessaire afin de replier la protéine et de
récupérer sa fonction native. En revanche, les rendements sont élevés car les Cl formés sont
présents en grande quantité, la protéine d’intérét y est relativement pure et protégée de la

protéolyse. 313739
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1.5. Renaturation par la méthode SDS-MPD

Plusieurs stratégies peuvent étre employées afin de renaturer une protéine membranaire
in vitro. La maniere la plus employée dans la littérature, pour sa facilité de réalisation, est la
solubilisation des CI a I’aide de fortes concentrations en urée ou en chlorure de guanidinium
suivi d’une dilution successive de 1’échantillon dans un tampon de renaturation contenant un
détergent. Toutefois, son efficacité est moindre puisqu’elle engendre généralement un faible

taux de repliement.*

La méthode de renaturation employée dans ce travail repose sur 1’association d’un
détergent anionique comme le sodium dodecylsulfate (SDS) et d’un cosolvant comme le 2-
méthyl-2,4-pentanediol (MPD). Cette derniére a été développée par C. Michaux et al. en 2008
et optimisée dans le laboratoire du CPB.* Elle a déja prouvé son efficacité pour le repliement
de diverses protéines membranaires a tonneau B telles que PagP*, Omp2A* ou encore
VDAC36%. Malgré le fait que le mécanisme exact n’ait pas encore été élucidé, la renaturation
serait due a la déstabilisation des micelles de SDS par le MPD. Cela pourrait entrainer la
formation de micelles hybrides SDS-MPD qui seraient capables de laisser la protéine

reprendre sa forme native tout en la maintenant en solution.

1.6. Liposomes et protéoliposomes

L’utilisation de la méthode de renaturation SDS-MPD permet d’obtenir la protéine
d’intérét sous sa forme repliée. Cependant, afin de pouvoir la caractériser, cette stratégie de
stabilisation n’est pas suffisante. Le SDS et le MPD présents dans la solution interagissent
avec de nombreux composés et une légére modification des micelles hybrides engendrerait la
dénaturation et la précipitation de PcoB. Afin d’étudier les protéines membranaires sous leur
forme native, il est donc nécessaire d’utiliser des systémes plus stables permettant de mimer
la bicouche lipidique et de conserver la forme renaturée de la protéine. De nombreuses autres
méthodes sont renseignées dans la littérature, cependant les principales sont les bicelles de
lipide/détergent, les nanodisques de lipides et les liposomes (Figure 6).4
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détergent lipide/détergent lipides Liposomes
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Figure 6 - Principales méthodes de stabilisation des protéines membranaires classées du moins proche au plus proche de
I'environnement natif de la protéine.*

Les micelles de détergent sont les systemes les plus employeés car ils sont relativement
simples a obtenir : il suffit d’ajouter, en concentration supérieure a sa concentration micellaire
critique (CMC), un des multiples détergents disponibles et compatibles pour la solubilisation
de protéines. Cependant, cette méthode de stabilisation des protéines membranaires permet de
les maintenir en solution sous une conformation proche de celle native mais pas de prendre
en compte leur environnement natif.*>*® Les bicelles permettent un environnement plus
naturel pour ces protéines mais, la présence de détergent est toujours problématique et peut
engendrer un mauvais repliement ou une dénaturation.***® En ce qui concerne les
nanodisques, développés en 2007 par S. Sligar et al.>!, ceux-ci sont un sont un premier pas
vers un systéme composé uniquement de lipides et de protéines. Cependant, ceux-ci
nécessitent des agents structurants tels que des protéines® ou des polymeéres®2. De plus, ces
nanodisques permettent d’imiter une courte section des membranes cellulaires mais, ne
permettent pas de simuler une paroi cellulaire compléte séparant un milieu intérieur de
I’environnement extérieur. Or il est nécessaire de posséder in vitro deux environnements
séparés afin d’étudier les canaux transmembranaires et leur fonctionnement. En outre, les
liposomes possédent tous les avantages des nanodisques concernant le mimétisme de
I’environnement natif des protéines membranaire mais, ceux-Ci permettent également de créer
une séparation physique entre deux milieux aqueux. C’est la raison pour laquelle ce sont ces

systemes qui ont été sélectionnés pour ce mémoire.

Les liposomes, décrits pour la premiére fois dans la littérature par A. Bangham et al.>
sont des vesicules spheriques de bicouches phospholipidiques qui peuvent étre classés en
fonction de leur structure et de leur taille (Figure 7). Diverses classes de liposomes existent et
sont recensées dans la littérature. Les vésicules oligolamellaires (Oligo Lamellar Vesicles,
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OLV) et multilamellaires (Multi Lamellar Vesicles, MLV) sont composées de multiples
membranes imbriquées les unes dans les autres. Ces deux familles de liposomes sont
fortement employées en cosmétique et en médecine en tant que systémes de relargage
médicamenteux pouvant traiter divers pathologies et cancers.>*>" Toutefois, seuls les
liposomes constitués d’une monocouche tel que les petites vésicules unilamellaires (Small
Unilamellar Vesicles, SUV), les larges vésicules unilamellaires (Large Unilamellar Vesicles,
LUV) et les géantes vésicules unilamellaires (Giant Unilamellar Vesicles, GUV) sont
intéressants pour ce travail. En effet, I’objectif n’est pas de simuler une bactérie a gram négatif
possédant deux membranes lipidiques distinctes mais d’étudier le flux de cations Cu?*

engendré par la présence de PcoB dans les bicouches.

Liposomes

Multiples bicouches lipidiques Unique bicouche lipidique
]

OLV MLV SUv LUV GUV
1000-1500 nm  1000-1500 nm 20-100 nm  100-1000 nm >1000 nm

Figure 7 - Classification des différents types de liposomes

Les liposomes sont formés a partir de lipides amphiphiles, généralement des
phospholipides. Etant donné leur dualité de caractére hydrophobe/hydrophile, les lipides
s’auto-assemblent en solution aqueuse sous diverses formes et structures afin de se stabiliser.
Diverses méthodes de formation des liposomes ont été développées depuis leur description
par A. Bangham. La méthode la plus simple et la plus décrite est la méthode d’hydratation
d’un film fin. Ces systémes peuvent étre formés a 1’aide d’un ou de plusieurs lipides en

fonction des applications désirées.>®>°

Les protéoliposomes (PL) sont des liposomes dans lesquels ont été insérés un ou plusieurs
types de protéines membranaires. Ces systéemes peuvent étre obtenus via différentes methodes
en fonction des protéines étudiees. La technique la plus décrite dans la littérature consiste en
la déstabilisation de la membrane des liposomes préalablement formés par l'ajout d'un

détergent afin de faciliter I'insertion de la protéine d'intérét. Toutefois, il a été observé que
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I'ajout du tensioactif n'était pas necessaire pour l'insertion de toutes les protéines
membranaires.®®®2 Ces PL permettent de stabiliser les protéinées membranaires sous leur
forme native tout en mimant au mieux leur environnement natif. De plus, la séparation
physique engendrée par la bicouche du liposome permet de réellement simuler les conditions
de fonctionnement des canaux proteiques et d’évaluer leurs activités de transport. C’est
pourquoi ces systéemes sont fortement employés afin d’étudier des structures mais également

afin de comprendre le fonctionnement de protéines transmembranaires.%3-°
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2. Objectifs et stratégie

Ce travail vise a analyser la structure et comprendre le role de la protéine PcoB présente
dans la membrane externe de Caulobacter crescentus et impliquée dans le mécanisme de
détoxification du cuivre. L hypothése actuelle stipule que PcoB permettrait I’exportation des
cations Cu?* hors des cellules. Afin de vérifier celle-ci, un systéme de relargage du cuivre sera

mis au point in vitro en insérant PcoB dans la bicouche d’un liposome (Figure 8).
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Figure 8 — Représentation schématique de la stratégie de ce travail.

La premiere étape de ce travail consistera en la production de la protéine via une
surexpression hétérologue chez Escherichia coli. Comme pour la plupart des protéines
membranaires surexprimées dans cette bactérie, PcoB sera obtenue sous forme de corps
d’inclusion qui seront solubilisés et purifiés en conditions dénaturantes via une
chromatographie d’affinité sur base des propriétés intrinseques de PcoB (1). La protéine sera
ensuite repliée par la méthode SDS-MPD afin de récupérer sa structure native et par
conséquent, sa fonction (2). Le bon déroulement de la purification ainsi que du repliement
seront vérifiés par diverses techniques telles que 1’électrophorése (Sodium Dodecyl Sulfate
PolyAcrylamide Gel Electrophoresis, SDS-PAGE), la spectroscopie UV-visible, la
fluorescence intrinseque des tyrosines et des tryptophanes (Intrinsic Tyrosine and Tryptophan
Fluorescence, ITTF) et le dichroisme circulaire (Circular Dichroism, CD). La sélectivité et la

force d’interaction de PcoB pour les ions Cu?* seront évaluées via des mesures d’ITTF (3).

En paralléle, la formation de liposomes SUV et LUV dont la composition lipidique est
POPG/CL 95/5 sera réalisée afin de mimer au mieux la membrane externe de C. crescentus,

I’environnement natif de PcoB (4). Des mesures de diffusion dynamique de la lumiére
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(Dynamic Light Scattering, DLS) seront réalisées afin de confirmer la formation de ces
structures, d’obtenir leur diametre hydrodynamique moyen et d’estimer leur stabilité dans le
temps. De plus, des images en microscopie électronique a transmission (Transmission
Electron Microscopy, TEM) seront obtenues afin de confirmer les résultats obtenus en DLS

et permettront également de vérifier I’unilamellarité des liposomes.

Une fois la protéine et les liposomes obtenus, 1’insertion de PcoB dans les membranes
lipidiques pourra étre réalisée afin d’obtenir des protéoliposomes (5). La taille de ces systemes
et leur stabilité dans le temps seront déterminées par DLS et le repliement de PcoB sera évalué
par mesures CD. Des images de TEM permettront d’observer la protéine insérée dans la

membrane.5’

Pour finir, ce systéme sera employé afin d’évaluer le flux en Cu?* entrant et/ou sortant
des vésicules et ainsi obtenir les premiéres informations sur le fonctionnement de PcoB (5).
Afin de pouvoir incorporer du cuivre dans les liposomes, une étude de la stabilité des cations

Cu?* en solution tamponnée a pH physiologique sera investiguée.

En paralléle de ces analyses expérimentales, une étude bio-informatique de PcoB sur base
des informations disponibles dans la littérature sera réalisée afin d’obtenir des informations

sur sa topologie en membrane et sur sa structure tridimensionnelle (3D).

A long terme, ce travail a pour objectif d’élargir les connaissances concernant les
mécanismes d’homéostasie au cuivre dans 1I’optique de développer des agents capables de

bloquer ces systémes.
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3. Résultats et discussion

3.1. Analyses bio-informatiques

En raison de son caractére membranaire, la caractérisation structurale de la protéine PcoB
de C. crescentus est complexe ce qui explique le peu d’informations la concernant dans la
littérature. Seule sa séquence en acides aminés (UniProtKB - AOAOH3C699), connue depuis
2010, est disponible.®® Par ailleurs, la partie carboxy-terminale (C-terminale) de PcoB de E.
coli a récemment été cristallisée (code PDB : 7PGE, Juin 2022).° A 1’aide de ces deux
informations, il est possible de réaliser diverses prédictions et analyses structurales par le biais
de multiples outils bio-informatiques. Cela permet par exemple de prédire sa structure 3D, de
déterminer son caractére désordonné, son orientation dans la membrane externe de C.

crescentus ou encore de localiser ses divers domaines.®®

Dans un premier temps, la structure 3D de PcoB provenant de C. crescentus a été prédite
a l’aide de la méthode de modélisation par homologie™ en se basant sur I’homologue
structural disponible dans la PDB (39.5 % d’identité et 65.8 % d’homologie de séquence avec
PcoB de E. coli®) (Figure 9 A-A’). Etant donné 1’absence d’homologue pour la partie amino-
terminale (N-terminale), celle-ci n’a pu étre modélisée par cette méthode. Les modélisations
par enfilage’ (Figure 9 B-B’) et ab initio’®> (Figure 9 C-C’) ont donc été réalisées afin

d’obtenir une structure compléte.

Figure 9 — Vues de coté (X) et du dessus (X°) de la structure tridimensionnelle de PcoB prédite (A) via modélisation par
homologie sur base de PcoB de chez E. coli (code PDB : 7PGE), (B) via modélisation par enfilage et (C) via modélisation
ab initio. Les feuillets B sont représentés en vert, les hélices o en rouge et les structures désordonnées/turns en bleu.
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Les trois modeles révelent la présence d’un tonneau B composé de 12 feuillets
antiparalleles en position C-terminale, représentant environ les deux tiers de la séquence.
Cependant, la forme du tonneau prédite par homologie et ab initio est ovale et aplatie alors
que celle obtenue par enfilage est circulaire. Cette déformation est également observée chez
I’homologue structural provenant d’E. coli et serait expliqué par des interactions ioniques a
’intérieur de ce tonneau ce qui rapprocherait légérement les deux cotés opposés.®® Un
phénoméne similaire aurait alors lieu chez PcoB provenant de C. crescentus. En ce qui
concerne la partie N-terminale d’environ 100 résidus, les deux modéles obtenus par les
méthodes d’enfilage et ab initio ne donnent aucune structure particuliére mise a part une hélice

o d’environ 14 résidus.

Les diagrammes de Ramachandran de chacun des modeles (Figure 10) montrent
respectivement 94, 90 et 92 % des résidus étant dans des régions autorisées pour le modele
obtenu par homologie (A), par enfilage ((B) et par ab initio (C). Cela signifie que les modéles
sont plausibles et que les acides aminés pourraient s’organiser comme les prédictions des

modeles sans engendrer des tensions ou des liaisons défavorables.
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Figure 10 — Diagrammes de Ramachandran associés aux structures de PcoB prédites (A) par homologie sur base de la
protéine PcoB de chez E. coli (code PDB : 7PGE), (B) via modélisation par enfilage et (C) via modélisation ab initio.
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Par ailleurs, le programme NetSurfP-3.0 permet de quantifier les différents types de
structures secondaires.” Sur base de la Figure 11, la séquence posséderait environ 5 %
d’hélices a, 42 % de feuillets B, 32 % de désordre et 21% de turns. La chaine N-terminale,
représentant plus de 30 % de la séquence, est prédite comme étant majoritairement
désordonnée ce qui suggere que PcoB serait une protéine intrinséquement désordonnée
(Intrinsically Disordered Proteins, IDP).

En effet, les IDP sont des protéines possédant de multiples conformations 3D possibles.
Afin de faire partie de cette catégorie, il est nécessaire pour une protéine de posseder au moins
30 % de la totalité de sa séquence comme étant identifiée structure désordonnée et de posséder

une région intrinséquement désordonnée (Intrinsically Disordered Region, IDR) de minimum

30 acides aminés successifs.’*

MIIDPQHEHHHHAPAAPVSAPAPQAADPHAHHRAPASAPPPVLAPADPHAGHKMPGPEQAAPQADPHAGHHMHHAPPPIP

1 L L L L L L 1 1 L L L L L L 1
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
TDHAAERFYSPAVMAAARAQLMKEHGGGTAWIVRADVAEQRFRKGDDAQAFEGQAWWGTDASKWVVKARGERVDGHGWEK
[ _ N .

—I,—I[[[[/———————I

[ —

e -

85 S0 95 100 105 10 15 120 125 130 135 140 145 150 155 160
AELEGLKAWPIGPYFDLQAGLRYDLAPKGRSYAAVGFEGLAPYWFELHGAAYVSDRGDVSARAEASYDLRLTQRLILQPR
-ee—,— e . oo il . o~ D~ Gy e— o

165 170 175 180 185 190 135 200 205 210 215 220 225 230 235 240
LEADLAEAGAGRLEGGLRLRYEIKREFAPYVGVVRERAFGPAREAGERAGATAVVIGVSAWR
Py S S s ———

S D D I
e —

. . . . . . . . . . . .
245 250 255 260 265 270 275 280 285 2%0 295 300

Accessibilite relative de la surface : “« Rouge est exposé et bleu est enfoui.

Structures secondaires : /v Hélice, m Feuillet, — Désordre.

Désordre : - L’épaisseur de la line représente I'intensité du désordre.
Figure 11 — Prédiction des structures secondaires de PcoB obtenues via le logiciel NetSurfP-3.0.

Afin de confirmer cette information, le désordre moléculaire de la séquence a été évalué

par plusieurs algorithmes (Figure 12).”° Les trois méthodes de prédiction indiquent un

désordre total (score de désordre d’environ 1) pour les 90 premiers résidus de la séquence, ce

qui confirme le caractére intrinsequement désordonné de PcoB.
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Figure 12 — Profils de prédiction du désordre interne de la protéine PcoB estimés via les méthodes VSL2 (violet), VL3
(bleu) et VL-TX (rouge).

Finalement, une analyse topologique de PcoB’® révéle que les 12 feuillets B sont bien
transmembranaires et semble également indiquer que la chaine N-terminale désordonnée

serait située du coté du périplasme (Figure 13).
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Figure 13 — Localisation des différentes structures secondaires par rapport a la membrane externe de C. crescentus.
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Cette chaine, composée de 108 acides amines, possede 15 résidus d’histidines (His) qui
sont connus pour avoir une forte affinité avec les cations Cu?* (Figure 14).”"78 En effet, les
acides aminés majoritairement impliqués dans la formation de liaisons et de complexes avec

les Cu?* sont les histidines, les aspartates, les glutamates et les tryptophanes.’’
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Figure 14 — Vue (A) de cdté et (B) du dessus du modele 3D de PcoB (tonneau f en vert et hélice a en rouge) avec la chaine
désordonnée (bleu) riche en résidus His (orange).

Au vu de I’ensemble de ces données, 1’hypothése du mécanisme de fonctionnement de
PcoB serait que la chaine N-terminale désordonnée et riche en His permettrait la capture des
cations Cu?* au sein du périplasme et cette chaine subirait ensuite un repliement afin de former
une poche augmentant localement la concentration en cations métalliques et permettant leur

expulsion passive hors de la bactérie.
3.2. Surexpression de PcoB chez E. coli

3.2.1. Principe

La surexpression est une méthode de biologie moléculaire qui consiste a exprimer
massivement un géne codant pour une protéine d’intérét dans 1’optique de produire, par apres,
une grande quantité de cette derniere. La surexpression de PcoB est réalisée a partir d’une
souche bactérienne E. coli BL21(DE3) transformée contenant un vecteur pET24b modifié et
permettant 1’expression de protéines recombinantes. Ce dernier contient un géne codant pour
PcoB. De plus, le plasmide contient un géne de résistance a un antibiotique, la kanamycine
(Kana). La culture bactérienne est donc réalisée dans un milieu nutritif nommé LB (lysogeny
broth) auquel est ajouté 0.03 mg/mL de Kana afin d’éviter la croissance de bactéries non
désirées. Le principe de cette manipulation consiste a faire croitre la population bactérienne
et a induire la production de la protéine d’intérét au moment ou la bactérie est dans sa phase

de croissance exponentielle (phase C, Figure 15).
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A - Phase de latence

B - Phase d’accroissement
C - Phase exponentielle

D - Phase stationnaire

E - Phase de décroissance

log(N)

Te=mps
Figure 15 - Evolution du nombre de bactéries N en fonction du temps lors d'une culture bactérienne.”

La phase de latence A correspond au moment ou la souche se réveille, celle-ci prépare les
conditions favorables a la suite de I’évolution. Il s’en suit la phase d’accroissement B qui
consiste au démarrage de la croissance et puis, arrive la phase exponentielle C qui correspond
au moment ou I’augmentation de la population bactérienne est la plus importante. Quand le
milieu s’appauvrit en nutriments, la population commence a stagner et le systéme rentre dans
la phase stationnaire D. Finalement, lorsque le systéme ne contient plus assez de nutriments,

une autolyse des bactéries est observée et marque le début de la phase de décroissance E.

Lors d’une surexpression bactérienne, la croissance des bactéries est suivie par une
mesure de la densité optique (D.0O.) a 600 nm, évaluant la turbidité du milieu. L’ induction par
I’isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside (IPTG) est réalisée lors de la phase exponentielle,
c¢’est-a-dire quand cette D.O. a 600 nm se trouve entre 0.6 et 0.8. Le principe général de cette

induction est décrit par la Figure 16.

’ Sans IPTG ‘

ADN plasmidique
[_;r/omoteur T7 I Géne protéine I Terminateur T7 ]

|

ADN de E. coli

Isopropyl-B-D-
thiogalactopyranoside
(IPTG)

e

Promoteur T7 I Géne protéine I Terminateur T7 ]

Figure 16 — Schéma du mécanisme d’induction de 1’expression d’une protéine d’intérét par I'IPTG.8
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L’IPTG est un sucre de la famille des pyranoses possédant une fonction thioéther et un
analogue de I’allolactose, un métabolite du lactose activant la transcription de 1’opéron lac.
Lors de I’ajout d’IPTG dans un milieu de culture, celui-ci va se lier au répresseur lac via une
multitude de ponts H. Cette liaison va empécher la formation du complexe répresseur lac-
opéron lac. L’acide ribonucléiqgue (ARN) polymérase de E. coli va donc continuer sa
transcription sans étre stoppée par le complexe. Le géne T7 sera alors transcrit et I’ARN
polymérase T7 va étre produite. Cette derniere posséde un site de reconnaissance du
promoteur T7 qui va lui permettre de s’y attacher et de débuter la transcription du géne

d’intérét (présent dans I’ADN plasmidique).

3.2.2. Resultats

Afin de suivre la quantité de protéine produite a chaque étape, un gel SDS-PAGE est
réalisé avec les divers échantillons prélevés lors de la surexpression (Figure 17). Cette
technique a pour objectif de séparer les différentes protéines présentes dans un échantillon sur
base de leur masse moléculaire. Pour ce faire, les échantillons sont mélangés avec du tampon
de charge (contenant du SDS et du B-mercaptoéthanol) ce qui a pour but de totalement
dénaturer les protéines et de leur attribuer a toutes une charge nette négative. Ce mélange est
ensuite déposé sur un gel de polymere possédant un certain pourcentage de réticulation. Une
différence de potentiel est ensuite appliquée aux deux extrémités de ce dernier avec la borne

positive située en bas afin de faire migrer les protéines chargées négativement.

Figure 17 — Gel SDS-PAGE de suivi de surexpression avec MM étant le marqueur de masse moléculaire, Bl étant
I’échantillon avant induction, BP étant I’échantillon aprés induction a 'IPTG, S étant le surnageant et C le culot de
I’échantillon aprés la lyse bactérienne.
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Le premier puits contient le marqueur de masse moléculaire qui est composé d’un
mélange de protéine de masses connues. Celui-ci permet d’évaluer la migration et de prévoir
la masse approximative associée a chaque bande. Le second puits (BI), contenant un
¢chantillon prélevé dans le milieu de culture avant 1’induction a I’'IPTG, ne contient pas de
PcoB. Cela est normal étant donné que la protéine n’est pas encore produite par les bactéries.
Dans le puits correspondant a la fraction avant purification (BP), une large bande de forte
intensité a environ 37 kDa est constatée, correspondant a la protéine PcoB. L’induction a donc
permis de produire la protéine d’intérét en grande quantité. Les deux derniers puits contenant
les échantillons prélevés dans le tube aprés la lyse bactérienne permettent de constater que la

majorité de PcoB se trouve agrégée sous forme de CI dans le culot (C).

3.3. Purification de PcoB en conditions dénaturantes

Malgré 1’étape de lavage par centrifugation réalisée apres la surexpression, le culot
contient tout de méme des protéines contaminantes et des débris cellulaires produits par E.
coli. Afin de désassembler les agrégats de PcoB dénaturée, les CI sont solubilisés avec du
tampon contenant 1 % de SDS (détergent anionique). Une chromatographie d’affinité en
conditions dénaturantes (0.1 % de SDS dans les tampons) est alors réalisée afin d’isoler PcoB.
Cette unique étape de purification est possible sans étiquette (ou tag) de purification grace aux
propriétés intrinséques de PcoB, c’est-a-dire gréce a sa chaine N-terminale désordonnée riche
en histidines capables de complexer des cations divalents métalliques. La colonne employée
contient donc un métal immobilisé sur une matrice (Immobilized Metal Affinity
Chromatography, IMAC).

3.3.1. Principe

La chromatographie IMAC est composée de deux parties principales: une phase
stationnaire/matrice immobile (dans notre cas un polymeére d’agarose) possédant des agents
chélatants qui sont fortement liés a un métal et une phase mobile formée par les tampons et/ou
I’échantillon a purifier. Ce type de colonne permet en général de purifier des protéines
contenant une étiquette poly-histidine (His-tag) puisque celle-ci posséde une grande affinité
pour le métal attaché a la colonne. Lors du passage au travers de la matrice, les His sont
complexées par le métal ce qui va retenir la protéine d’intérét dans la colonne et laisser passer
les impuretés ainsi que les protéines non souhaitées dans le flow-through (FT). Afin de

récupérer la protéine d’intérét, I’élution est réalisée avec un tampon contenant une
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concentration élevée en imidazole qui va rentrer en compétition avec les histidines

complexées.

3.3.2. Reésultats de la purification

Deux colonnes IMAC différentes ont été testées : une premiére ayant été chélatée au Ni*
(généralement employé dans la littérature afin de lier les histidines®) et une seconde contenant
du Cu?* puisque PcoB est supposée lier ce cation divalent. Dans les deux cas, la protéine s’est
bien attachée aux colonnes employées ce qui prouve qu’elle peut bel et bien avoir des
interactions avec ces cations. Cependant, apres analyse SDS-PAGE des fractions purifiées,
celles récoltées avec la colonne au Ni? étaient plus pures, c’est donc ce métal qui a été
conservé. Cela peut s’expliquer par une interaction des autres protéines de E. coli plus forte
pour le Cu?* que pour le Ni?*. Le chromatogramme de la purification de PcoB par IMAC

chélatée au Ni®* est illustré a la Figure 18.
2,0 -
1,8 PcoB

16 - (fractions 25 a 35)
1,4 -
1,2 -
1,0 -
0,8
0,6
0,4
0,2
0,0

Flow-throughs

Absorbance a 280 nm

210 220 230 240 250 260 270 280
Volume (mL)

Figure 18 - Chromatogramme de la purification par IMAC de PcoB non-taguée.

L’échantillon protéique a été injecté en deux fois sur la colonne, ce qui induit que les deux
premicres bandes d’absorbance observées correspondent aux FT de ces deux injections. Par
conséquent, ils correspondent aux protéines absorbant a 280 nm mais ne possédant pas
d’affinité pour la colonne. Une fois 1’¢lution des protéines non désirées terminée, le tampon
d’¢lution contenant I’imidazole est injecté. Une troisiéme bande d’absorbance est alors
observée et cette derniére correspond aux protéines ayant été complexées par les ions Ni?*,
dont a PcoB. Les 10 fractions contenant la protéine d’intérét aprés purification ont été

récupérées en sortie de colonne et analysées via SDS-PAGE.
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3.3.3. Electrophorése SDS-PAGE

Afin d’évaluer la pureté des fractions collectées apres la purification par IMAC, une

électrophorese SDS-PAGE est réalisée (Figure 19).

PcoB

- 2 -~
Figure 19 - Gel SDS-PAGE des fractions récoltées aprés IMAC avec MM étant le marqueur de masse moléculaire, Bl étant

la fraction avant induction, BP étant la fraction avant purification, FT étant les flow through et 25 & 35 correspondent aux
fractions récoltées.

Le premier puits contient le marqueur de masse moléculaire comme mentionné
précédemment. La présence d’une bande associée a PcoB dans le quatrieme puits (FT) est due
a une surcharge de la colonne, elle-méme entrainée par la forte concentration protéique dans
I’échantillon a purifier. Une trés large bande est observée a environ 37 kDa dans les puits 26
a 35 contenants les fractions récoltées aprés I’'IMAC. Des bandes résiduelles sont également
observées a des masses plus petites, correspondant a des impuretés. Néanmoins, leur quantité
est négligeable par rapport a celle de PcoB, ce qui permet d’affirmer que la plupart des
impuretés présentes au-dessus et en dessous de la bande associée a PcoB ont pu étre éliminées.

3.4. Dosage protéique

Aprés analyse par SDS-PAGE, les fractions récoltées en sortie de purification sont
rassemblées et, aprés un passage au travers d’une colonne de dessalage afin d’éliminer
I’imidazole et les sels de la solution, la concentration protéique est évaluée par spectroscopie
ultraviolet-visible (UV-visible). La concentration en PcoB aprés IMAC est d’environ ~2.5
mg/mL (76.5 uM) pour 10 mL de fractions récoltées, correspondant & un rendement d’environ
8.3 mg pour 100 mL de culture. Cela représente un trés bon rendement, surtout pour une
protéine membranaire car en moyenne, une surexpression protéique possede un rendement

compris entre 0.01 et 0.5 mg pour 100 mL de culture.3>3¢
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3.5. Renaturation de PcoB

Apreés purification, 1’échantillon protéique obtenu contient PcoB sous forme dénaturée et
inactive. Il est donc nécessaire de passer par une étape de renaturation afin de replier la
structure protéique et récupeérer sa fonction. La méthode employée est celle développée par C.
Michaux et optimisée dans le laboratoire du CPB.3%41-438283 poyr éviter de devoir ajouter un
trop grand volume de protéine lors de la renaturation, une étape de reconcentration a parfois
été réalisée apres certaines purifications par utilisation de polyéthyléne glycol linéaire de
masse molaire 20000 g/mol (PEG 20000).

3.5.1. Principe

La méthode de renaturation choisie se base sur 1’association d’un détergent anionique, le
SDS, et d’un co-solvant, le MPD. Les conditions optimales sont 3 mM SDS et 1.5 M MPD
dans la solution finale. Il est important de noter que le MPD possede un carbone asymétrique.
Des analyses préliminaires ont montré que I’utilisation de 1’énantiomére R, du S ou du
mélange racémique n’influence pas la méthode. Le mélange racémique est donc employé dans

ce travail, celui-ci étant moins onéreux.

Des analyses via ITTF et CD permettent alors de suivre le repliement de PcoB. Dans un
premier temps, des analyses ITTF sont réalisées afin d’observer la variation d’émission entre
un échantillon de protéine dénaturée et repliée. En effet, en fonction de 1’accessibilité du
solvant aux acides aminés aromatiques (principalement tyrosines et tryptophanes), la position
et I’intensité de la bande d’émission sont susceptibles de varier. Cela permet d’obtenir des
informations concernant la structure tertiaire locale ainsi que 1I’exposition au solvant, et par

conséquent d’évaluer I’avancement de la renaturation.

En outre, des informations sur la structure secondaire de PcoB peuvent étre obtenues par
des mesures de CD. Pour ce faire, un rayon formé d’un faisceau de lumiére circulairement
polarisée droite et gauche est envoyé sur I’échantillon. En fonction de la nature et la chiralité
de ce dernier, une différence d’absorption des lumicres polarisées circulairement va
apparaitre. L’angle formé par la résultante aprés absorption partielle et par les faisceaux
initiaux sera mesuré en fonction de la longueur d’onde. Des spectres caractéristiques a chaque
type de structure secondaire seront alors obtenus. En effet, les trois grandes catégories de
structures secondaires (hélices o, feuillets B et structures aléatoires) posseédent chacune des
allures typiques en CD (Figure 20). Le spectre associé aux hélices a posséde deux minimas

(208 et 222 nm) ainsi qu'un maximum a 193 nm. Les feuillets B, quant a eux, possédent un
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large minimum a environ 218 nm et un maximum a 195 nm. Concernant la signature des
structures désordonnées/aléatoires, elle montre un minimum vers 195 nm et un signal trés
faible au-dessus de 210 nm.® Lorsque la lumiére employée est située dans I'UV lointain (190-
260 nm), ce sont principalement les liaisons peptidiques qui absorbent, ce qui permet
d’évaluer les structures secondaires des protéines alors que des mesures dans 1’UV proche
(260-320 nm) peuvent révéler des informations concernant les acides aminés aromatiques et
par conséquent sur la structure tertiaire de la protéine.

100 ~

——Heélice a
80 - — Feuillet B
—— Structure aléatoire

60

40

20

Ellipticité (deg/mol)

190 200 210 220 230 240 250
Longueur d'onde (nm)

Figure 20 — Spectres CD (UV lointain) caractéristiques des trois grands types de structures secondaires : hélices a (noir),
feuillets B (rouge) et structures aléatoires/désordonnées (vert).8*

3.5.2. Resultats

Des spectres ITTF ont été réalisés avec des échantillons de PcoB dénaturée et repliée afin
d’évaluer les effets de la méthode SDS-MPD (Figure 21). Aucune modification de la longueur
d’onde de la bande d’émission n’est observée lors de la renaturation. Cependant, a
concentrations et réglages expérimentaux identiques, une augmentation de I’intensité de
fluorescence des acides aminés aromatiques apparait. Le repliement de la protéine va limiter
I’acceés du solvant aux Tyr et aux Trp ce qui va engendrer une modification du spectre
d’émission. L’effet désactivant du solvant est donc diminué par le changement

conformationnel.
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Figure 21 — Spectre de fluorescence intrinseque des tyrosines et des tryptophanes (u.a.) d’un échantillon de PcoB dénaturée

(noir) et repliée (rouge) en fonction de la longueur d’onde d’émission (nm). L’excitation des acides aminés aromatiques est
réalisée a 280 nm et le slit width employé est 5 nm.

Par la suite, des analyses CD ont été réalisées sur ces mémes échantillons de PcoB

dénaturée et repliée (Figure 22).

15 ——PcoB dénaturée

——PcoB repliée
10

207

-15 T T T T T T T T T T T T 1
195 200 205 210 215 220 225 230 235 240 245 250 255 260

Longueur d'onde (nm)
Figure 22 — Spectres CD (UV lointain) de PcoB 0.1 mg/mL dénaturée (noir) et repliée (rouge).
La courbe associée a la protéine dénaturée possede un minimum & 207 nm ainsi qu’un
second, plus faible, a 221 nm. Cette allure est typique des protéines solubilisées dans du SDS,

correspondant a un mélange d’hélices a et de désordre.*! La seconde courbe posséde un
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maximum a 200 nm, un petit minimum a 209 nm associé a une hélice a et un large a environ
217 nm ce qui est representatif de feuillets B. Un changement conformationnel est donc
observeé apres renaturation et un signal qui est en accord avec la structure prédite de PcoB. En

outre, la signature est similaire a celle référencée dans la littérature pour PcoB native

surexprimée chez C. crescentus, ce qui indique que le repliement a bien eu lieu.*

3.6. Etude de la liaison entre PcoB et certains cations métalliques

3.6.1. Analyse de la liaison de PcoB avec le Cu?*

Pour appuyer I’hypothése selon laquelle PcoB lierait les ions Cu?*, I’'ITTF de la protéine
repliée est comparée a celle en présence de concentrations croissantes en Cu?*. Ces analyses
permettent d’évaluer si des changements dans la structure apparaissent lors de la liaison au
Cu?* (Figure 23).

300 ~ ——PcoB repliée
Tampon
250 Cu*
Cu?/PcoB 1/1
Cu?*/PcoB 5/1
= 200 1 Cu/PcoB 8/1
2 Cu?*/PcoB 10/1
[«b]
Q 2+
£ 150 - Cu?/PcoB 15/1
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=
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Longueur d'onde (nm)

Figure 23 — Spectres de fluorescence intrinseque des tyrosines et des tryptophanes (u.a.) de PcoB repliée avec des rapports
croissants en Cu?* en fonction de la longueur d’onde d’émission (nm). L excitation des acides aminés aromatiques est
réalisée a 280 nm et le slit width employé est 5 nm.

La solution tampon et celle de Cu?" en absence de protéine n’émettent aucun signal
fluorescent. Cela est logique et permet de s’assurer que les résultats obtenus dépendent
uniquement de la fluorescence des acides aminés de la protéine. Par ailleurs, une diminution
de I’intensité de la bande de fluorescence quand le rapport Cu?*/PcoB augmente est observée.
Cette évolution s’explique probablement par une modification de la partie C-terminale de la
structure de PcoB lors de la complexation des Cu?*. Il s’avére en effet que les acides aminés

aromatiques (responsables de 1’émission de fluorescence) sont principalement positionnés a
34



I’intérieur et aux extrémités du tonneau et que seules une phénylalanine (Phe) et une tyrosine
(Tyr) sont présentes dans la chaine désordonnee (Figure 24). Les spectres ITTF ne donnent
donc des informations que sur I’environnement du tonneau mais rien concernant la chaine N-
terminale et ses histidines.

. Tryptophane
I:' Phénylalanine

I:' Tyrosine

Figure 24 — Vue (A) de cdté et (B) du haut du modele tridimensionnel de PcoB avec les localisations des trois types
d'acides aminés aromatiques mises en évidence.

Au sein des protéines, les cations Cu?* sont généralement stabilisés par deux grandes
classes d’interactions : des interactions z-cation avec des acides aminés aromatiques tels que
les tryptophanes, les phénylalanines et les tyrosines ou des liaisons acide-base de Lewis avec
des résidus tels que les histidines, les glutamates, les aspartates mais également avec les
méthionines et les cystéines (Figure 25). Les complexes de Cu?* sont majoritairement

tétragonaux alors que ceux formés avec le Cu* sont trigonaux plan.”’
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Figure 25 — Principales interactions existantes entres les acides aminés et les cations divalents Cu?* révélées par I’étude des
sites de liaisons du Cu de (A) Bacillus subtilis Ycnl, (B) Bacilus amyloliquefaciens CBM33 LPMO, (C) I’enzyme LaX325,
(D) Methylosinus trichosporium OB3b CopC, (E) Methylocystis sp. Rockwell PmoF1 et (F) Escherichia coli CusF.””
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3.6.2. Etude de la sélectivité de PcoB pour le Cu?*

Aprés 1’analyse de la liaison PcoB/Cu?*, une étude de la sélectivité de PcoB pour les
cations Cu?* par rapport a d’autres cations divalents a été réalisée. Pour ce faire, la liaison des
cations Co?*, Zn?*, Ni?*, Mn?*, Ca?* et Mg?* & PcoB a été évaluée par ITTF. Les trois premiers
ont été sélectionnés car ils peuvent étre, tout comme Cu?*, cytotoxique en excés®®27 alors que
les trois autres sont les cations métalliques les plus abondants dans la plupart des cellules
bactériennes.® % La concentration en cations métalliques a été fixée identique a celle

employée pour le Cu?* afin de pouvoir comparer 1’ensemble des résultats (Figure 26).
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Figure 26 - Spectres de fluorescence intrinseque des tyrosines et des tryptophanes (u.a.) de PcoB repliée avec des rapports
croissants en (A) Co?*, (B) Mn?*, (C) Ca?*, (D) Zn?*, (E) Mg?* et (F) Ni?* en fonction de la longueur d’onde d’émission
(nm). L’excitation des acides aminés aromatiques est réalisée a 280 nm et le slit width employé est 5 nm.

Il apparait que I’intensité de la bande de fluorescence n’est pas ou tres peu influencée par
la concentration en ces cations métalliques. Cela laisse penser qu’il n’y a pas de modification
de I’environnement du tonneau 3 ou du moins pas de site de liaison pour ces cations divalents.
Comme explicité précédemment, si des interactions ont lieux avec les histidines et autres
résidus de la chaine N-terminale, I'ITTF ne permet pas de les mettre en lumiére. Cependant,
des interactions avec les His de la chaine désordonnée ont probablement lieu puisque la

purification a pu étre réalisée en utilisant une IMAC au Ni%*.
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3.7. Formation des liposomes

L’objectif de cette section est de former des vésicules capables de stabiliser PcoB en
solution, d’imiter au mieux son environnement natif et de faire office de support pour le test
de relargage. Dans ce travail, des liposomes de type LUV ont d’abord été sélectionnés pour
leur simplicité de formation et les nombreux renseignements les concernant dans la
littérature.>>%-%3 Des vésicules de type SUV ont également été employées, pour analyser
I’influence de la courbure de la membrane lors de I’insertion de la protéine. En effet, il
semblerait que plus la tension superficielle de la bicouche est grande et plus I’insertion d’une
protéine membranaire est facilitée.** Afin de mimer au mieux I’environnement natif de PcoB,
la composition lipidiqgue PG/CL (95/5) a été choisie. Cependant, pour des raisons de
disponibilité en laboratoire, le PG a été remplacé par du 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycéro-3-
phospho-1'-rac-glycérol (PG 16:0-18:1 ou POPG). Ce choix n’est pas problématique puisque
PG et POPG possedent des structures fortement similaires chimiquement parlant : la téte
polaire est identique et la chaine hydrophobe du POPG differe par une double liaison et deux

carbones en moins par rapport au PG (Figure 27).
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Figure 27 - Structure (A) du POPG et (B) du PG.

3.7.1.  Principe

La méthode employée pour former ces vésicules est I’hydratation d’un film fin de lipides
(Figure 28). Dans un premier temps, les deux lipides sont mis en solution dans du chloroforme
qui est ensuite évaporé. Le film mince résultant est ensuite hydraté avec un tampon ne
contenant pas de SDS (qui pourrait empécher la formation des vésicules) et agité afin de
former, par gonflement, des liposomes. Apres cette étape, 1’échantillon contient
principalement des MLV et des OLV ce qui signifie que les vésicules ne sont ni de taille ni de
structure homogeéne. Afin d’obtenir des SUV, la solution est soniquée un court instant ce qui
permet de casser les liposomes multicouches et de réduire leur taille. Des étapes de gel/dégel

sont egalement réalisées afin de réduire la taille de ces systemes. Finalement, une extrusion
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au travers d’un filtre est réalisée afin d’obtenir la population de vésicules la moins hétérogéene
possible. Pour obtenir des LUV, il est nécessaire d’appliquer le méme mode opératoire sans

réaliser 1’étape de sonication.
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Figure 28 — Schéma récapitulatif de la méthode d’hydratation d’un film fin permettant 1’obtention de liposomes.

Afin de confirmer la formation de ces systémes, des analyses DLS ont été réalisées
(Tableau 2). A I’aide d’une mesure spectrométrique et de I’équation de Stokes-Einstein (5),
cette technique permet d’obtenir les diamétres hydrodynamiques D;, des sphéres de
solvatations des composés présents dans 1’échantillon.

R, = kT
h = 61D,

()

ou Ry, est le rayon hydrodynamique de la sphere de solvatation (nm), k la constante de
Boltzmann (1.381.102% J/K), T la température (K), n la viscosité dynamique du solvant (Pa.s)

et D, le coefficient de diffusion des particules.

Tableau 2 — Diamétre hydrodynamique moyen D, (nm) des liposomes SUV et LUV de POPG et POPG/CL (95/5) le jour
de leur formation (to) et 50 jours plus tard (to+so).

Type Temps (jours) Dy, (nm)
POPG SuUvV to 76 +2
to 87+3
SuUvV
POPG/CL to+50 88+4
(95/5) to 133+6
LUV
to+50 135+5
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Comme attendu, les échantillons de type SUV possédent un Dy, compris entre 10 et 100
nm alors que celui des liposomes de type LUV fait entre 100 et 1000 nm. De plus, il s’avére
que I’ajout de la CL fait augmenter le Dy, d’environ 10 nm. Afin de vérifier la stabilité de ces
systemes dans le temps, des mesures ont été réalisées 50 jours plus tard sur les mémes
échantillons. Malgré une trés Iégére augmentation, la variation des Dy, est relativement faible

ce qui permet de confirmer que ces systemes sont stables en solution a 4 °C durant plus d’un
mois.

Sur un nouveau lot de liposomes de POPG/CL (95/5) type LUV, une distribution de la
population des particules en fonction du diametre a été obtenue par mesure DLS (Figure 29).
Cette courbe montre une seule et unique population de liposomes possédant un diametre

moyen d’environ 120 nm, cela confirme la bonne homogénéité de cette solution.
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Figure 29 — Distribution du diamétre (nm) des liposomes POPG/CL (95/5) obtenue par DLS.

Dans un second temps, des images TEM ont été réalisées afin d’observer ces systémes et
de confirmer leur unilamellarité. Plusieurs points intéressants peuvent étre mis en évidence
sur base des images obtenues (Figure 30 A-D).
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Figure 30 — Images TEM de liposomes LUV de POPG/CL (95/5) avec coloration négative au PTA.

Tout d’abord, il s’avére que 1’échantillon contient bel et bien de nombreuses entités
sphériques de tailles relativement proches. En observant de plus pres ces structures, il est
possible d’apercevoir la bicouche typique des membranes lipidiques (Figure 30 B). Comme
attendu, les vésicules formées sont unilamellaires et le diameétre des vésicules est compris
entre 160 et 200 nm. Cela confirme la formation de LUV de POPG/CL (95/5). Il est important
de préciser que la méthode de préparation des grilles TEM aplatit Iégerement les vésicules, ce

qui engendre une petite augmentation des diameétres par rapport a ceux obtenus via DLS.

3.8. Formation des protéoliposomes

Aprés avoir formé des liposomes de POPG/CL (95/5), ceux-ci sont mélangés avec une
solution de PcoB (dénaturée ou repliée) afin de former les systemes permettant par la suite
d’étudier le relargage in vitro du cuivre. Des mesures DLS ont été réalisées sur ces systemes

afin d’obtenir les Dy,.

Dans I’optique de former des PL en ajoutant de la protéine & une solution de liposomes,
il est d’abord nécessaire de déterminer la taille de la sphére de solvatation de la protéine seule
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et en solution. Pour ce faire, des échantillons de PcoB dénaturée dans du SDS et repliée par la
méthode SDS-MPD ont été analysés par DLS (Tableau 3). Pour la protéine sous sa forme
dénaturée, un D}, d’environ 40 nm est obtenu. Cela s’explique par le fait que sans structure
secondaire précise, la protéine est trés mobile et trés allongée (similaire a un spaghetti), ce qui
rend sa sphére de solvatation tres large. De plus, la protéine est entourée de micelles de
détergent ce qui augmente encore la taille de I’ensemble. En ce qui concerne 1’échantillon
apres renaturation, une diminution de la taille est observée. En effet, la structure s’est repliée

et par conséquent, la protéine est plus compacte que sous sa forme dénaturée.

Tableau 3 - Diamétre hydrodynamique moyen D, (nm) de PcoB (dénaturée et repliée) et des protéoliposomes SUV et LUV
de POPG/CL (95/5) formés a partir de PcoB repliée.

Type D, (nm)
PcoB dénaturée 40 +£10
PcoB repliée 914
PL (SUV) 98+9
PL (LUV) 202 + 23

Des PL (SUV et LUV) ont d’abord été formés au départ de la protéine repliée et des
liposomes préalablement formés. Une augmentation du Dy, est observée par rapport aux
liposomes du méme type ce qui est probablement engendré par I’insertion de PcoB dans la
bicouche. Du fait de sa longue chaine désordonnée, I’hypothése est que cette derniére
augmenterait la sphere de solvatation de ces systémes par rapport aux liposomes seuls et ferait
donc « gonfler » les vésicules. Bien que I’orientation de PcoB dans son environnement natif
soit prédite comme ayant sa chaine désordonnée vers le périplasme (c’est-a-dire vers
I’intérieur de la cellule bactérienne) (Figure 13), il est supposé qu’une majorité de protéines
serait insérée avec la chaine vers I’extérieur du liposome étant donné que I’inverse obligerait
la chaine N-terminale hydrophile a passer au travers de la membrane hydrophobe. Des
distributions de population de particules en fonction du diametre ont été réalisées par DLS
(Figure 31).
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Figure 31 - Distribution du diamétre (nm) obtenue via DLS des liposomes POPG/CL (95/5) (rouge) et des PL (noir).

Au vu des trois bandes observées pour I'échantillon contenant les PL, il semble que ceux-
ci ne soient pas purs. La premiére bande, située a environ 10 nm, est associée a PcoB sous
forme repliée. La seconde, quant a elle, se situe a environ 40 nm ce qui correspond & PcoB
sous sa forme dénaturée. Finalement, la derniére bande plus large est située a environ 170 nm
et correspond aux PL.

La conformation de PcoB dans ces systémes a par ailleurs été analysée par CD (Figure
32). Il est en effet crucial de vérifier si la protéine se trouve bien sous sa forme native obtenue
soit via auto-repliement lors de I’insertion (PcoB dénaturée) soit via la méthode SDS-MPD
préalablement réalisée (PcoB repliée).

15 - - - - - PcoB dénaturée
——PL - PcoB dénaturée
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—— PL - PcoB repliée
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Figure 32 — Spectres CD de PcoB dénaturée (pointillés noirs) et repliée (pointillés rouges) ainsi que des PL formés a partir
de PcoB dénaturée (ligne noire) et repliée (ligne rouge).
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La courbe associée aux PL formés a partir de PcoB dénaturée posséde un maximum a 196
et deux minima a 207 et 221 nm. Cette allure est semblable a celle de la protéine dénaturée
seule en solution avec du SDS comme agent solubilisant. L’utilisation de protéine non repliée
avant la formation des PL n’est donc pas judicieuse. En ce qui concerne la signature associée
aux PL formés a partir de la protéine repliée, un maximum a 195 nm ainsi qu’un large et
unique minimum a 209 nm sont observés. Cette allure est plus proche de celle associée aux
feuillets B et a celle de PcoB repliée en solution. Cela semble indiquer que la protéine repliée
conserve sa conformation méme apres I’insertion au sein des liposomes. Cependant, cette
courbe de PL semble se trouver a mi-chemin entre les courbes associées a PcoB dénaturée et
repliée. Cela pourrait étre dii a ’insertion sous forme native d’une partie de la protéine mais
pas de la totalité. Le restant non-inséré resterait dans la solution environnante et perdrait sa
structure 3D puisqu’une dilution a eu lieu, modifiant les concentrations en SDS et en MPD et
ne les rendant plus favorables au repliement. Il serait donc nécessaire d’optimiser 1’étape de
formation des PL ou d’ajouter une étape de purification de ces PL afin de remplacer la solution
environnante par du tampon. Cette derniére pourrait permettre d’¢liminer toute trace de PcoB

non-insérée et dénaturée.

Enfin, afin d’observer la protéine PcoB insérée dans la membrane, des images TEM de

ces systemes lipides/protéines ont été obtenues (Figure 33).

Figure 33 — Images TEM de PL avec coloration négative au PTA.

Sur ces micrographies, une bicouche unilamellaire est toujours bien observée, ce qui
permet de confirmer que les PL n’ont pas été détruits durant les préparations techniques des

grilles TEM. La forme ovale est due a la fluidité de ces systémes qui, lorsqu’ils ont été placés
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sur la grille, se sont figés sous cette forme allongée. En solution, ils sont cependant bel et bien
sphériques. Ce qu’il est important de constater, ce sont les points noirs présents dans les
liposomes. Ces derniers correspondraient a la protéine PcoB insérée dans les membranes et
mise en évidence pas une concentration en colorant Iégérement plus importante. Ces résultats
permettent de confirmer la présence de PcoB dans les bicouches et donc le bon déroulement

de la formation des PL.%’

3.9. Purification des protéoliposomes

Comme mentionné dans la section précédente, les PL formés nécessitent d’étre purifiés
afin d’isoler le systéme d’intérét des protéines libres en solution. Pour ce faire, plusieurs types
de purification ont été investigués. Dans un premier temps, une séparation par
ultracentrifugation fractionnée a été réalisée a 30 000 x g pendant 2 h. L’objectif de celle-Ci
est de former un culot contenant les systémes les plus lourds (PL) tout en maintenant les
systémes plus légers (PcoB dénaturée ou non-insérée) dans le surnageant.®® Aprés
ultracentrifugation, ’allure de la distribution de population des diametres hydrodynamiques
est différente de celle avant purification (Figure 34). Tout d’abord, la disparition de la bande
associée a la protéine repliée et une légere augmentation de la bande associée a PcoB
dénaturée sont observées. Cela signifie que la protéine sous forme repliée a été soit séparée
des PL, soit dénaturée car le SDS et le MPD ont été éliminés. De plus, le D, moyen est
augmenté et la distribution de population est beaucoup moins homogéne. La technique a donc

été destructive et les systemes ont probablement fusionné formant une population tres

hétérogene.
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Figure 34 - Distribution du diamétre (nm) obtenue via DLS des PL non purifiés (noir) et des PL apreés purification par
ultracentrifugation fractionnée (rouge).
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Dans un deuxieme temps, une ultracentrifugation avec un gradient de sucrose a été
réalisée. L’utilisation de différents niveaux de sucrose posseédant des densités croissantes
pourrait en effet étre la solution pour séparer les différentes entités.®*8 Les résultats obtenus
ne sont cependant pas concluants : aucune séparation n’a été observée apres analyse DLS des

fractions récoltées.

La troisieme méthode de séparation consiste en une filtration par centrifugation avec une
membrane semi-permeéable de 100 kDa. Cette derniére permettrait de laisser passer les entités
ayant une taille inférieure tout en bloquant celles plus larges.®® Cette membrane permettrait
donc en théorie de laisser passer PcoB tout en bloquant les PL. La distribution de population
des diamétres hydrodynamiques des fractions récoltées apres filtration comporte une allure
similaire a celle obtenue apres centrifugation fractionnée (Figure 35). En effet, la bande
associée a PcoB sous sa forme repliée disparait au profit d’une augmentation d’intensité de la
bande associée a la forme dénaturée. Néanmoins, dans ce cas-ci, la bande n’a pas subi une
augmentation nette du Dy,. Un étalement a eu lieu, probablement a cause de ruptures et de
fusions entre les bicouches, mais les systémes ont été mieux conservés par rapport a la

tentative de séparation par ultracentrifugation.
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Figure 35 - Distribution du diamétre (nm) obtenue via DLS des PL non purifiés (noir) et des PL apreés purification par
filtration (rouge).

3.10. Stabilité du Cu?* en solution

La derniere étape décrite dans la stratégie de ce travail consiste a étudier le flux de cations
Cu?" entrant et/ou sortant des PL via les pores formés par 1’insertion de PcoB dans la bicouche.

Cependant, afin de pouvoir réaliser ce systéme final, il est nécessaire de pouvoir stabiliser les
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cations divalents Cu?* en solution tamponnée a pH physiologique. En effet, comme le montre
le diagramme de Pourbaix du cuivre (Figure 36), ces cations ne sont pas stables dans des
solutions dont le pH est supérieur a 6.

Figure 36 - Diagramme de Pourbaix (E-pH) a 25 °C du cuivre (les tirets délimitent le domaine de stabilité de 1’eau).?®

Ce diagramme permet de connaitre les zones de stabilité du cuivre et de ses dérivés dans
une solution aqueuse a divers potentiels. Dans notre cas, PcoB se trouve dans une solution ou
le potentiel est nul et le pH vaut 7.4. Cela signifie que le cuivre formera spontanément du
Cu(OH)a. Il est par ailleurs important de noter que certains tampons forment des complexes
avec les cations divalents du cuivre. Par exemple, un tampon phosphate formera du Cuz(POa4)2
qui précipitera puisque c’est un sel insoluble. Afin de pallier ce probléme, N. Good et son
équipe ont sélectionné 20 tampons biocompatibles qui ne posséderaient pas ou trés peu
d’affinité pour les cations métalliques.%1%?Divers tampons de cette liste ainsi que certains de
leurs dérivés découverts plus récemment ont donc été testes dans le but de parvenir a stabiliser
au mieux les cations Cu?*. La concentration employée a été fixée 8 5 mM dans le but d’obtenir,
aprés efflux, une concentration hors des vésicules suffisantes pour étre quantifiée.
Malheureusement, aucun tampon n’a permis d’atteindre cet objectif (Figure 37). En effet, tous
les tubes possedent soit un precipité bleute, soit une teinte engendrée par un complexe soluble,

soit les deux.
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Figure 37 — Photographie des solutions de Cu?* 5 mM réalisées dans divers tampons de Good.

Une seconde option a été investiguée afin de stabiliser les Cu?* en solution. Cette derniére
consiste a utiliser du NHs comme agent complexant afin de former un complexe stable et
soluble (Cu(NHs)4%*) ce qui permet d’éviter la formation de Cu(OH)2. Cependant, il faut que
la constante de dissociation Kq de ce complexe Cu(NHs)4?* soit plus grande que celle du
complexe PcoB/cuivre afin de ne pas séquestrer les cations divalents sans pouvoir les rendre
disponibles a la protéine. Cependant, il s’est avéré expérimentalement que le mélange
NHs/Cu?* entrainait inévitablement la dénaturation et la précipitation de PcoB lorsque celle-
ci était ajoutée dans le milieu. Cette piste a donc été mise de cOté. Aucune méthode de
stabilisation des ions Cu?* n’a donc pu étre mise au point durant ce mémoire. D’autres
possibilités restent encore & essayer comme I’utilisation de glycine ou travailler a un pH plus

acide tout en évitant la dénaturation de PcoB.
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4. Conclusions
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4. Conclusion

Ce travail avait pour objectif principal d’¢lucider la structure et le réle de la protéine
membranaire PcoB dans le mécanisme d’homéostasie du cuivre chez Caulobacter crescentus.
Etant supposée participer a I’export du Cu?* hors des bactéries, un test in vitro de relargage
des cations divalents Cu?* par insertion de PcoB dans la bicouche de liposomes POPG/CL

(95/5) permettrait de vérifier cette hypothese.

Une étude bio-informatique sur la structure de la protéine a d’abord été réalisée sur base
des informations disponibles a son sujet dans la littérature. Les prédictions de la structure 3D
de PcoB montrent qu’elle formerait un tonneau f transmembranaire avec du c6té N-terminal,
une longue chaine désordonnée et riche en histidines représentant environ 1/3 de la séquence.
De plus, il s’est avéré que PcoB contient plus de 30 % de structure désordonnée et une IDR
de plus de 30 acides aminés consécutifs ce qui signifie que cette protéine est une IDP. Une
étude topologique a également prédit une orientation de la protéine dans la membrane native
placant la chaine désordonnée du coté du périplasme. Une hypothése stipulant 1I’implication
de celle-ci et de ses nombreuses histidines dans le mécanisme de capture des ions Cu?* a donc

pu étre émise.

En paralléle de ces prédictions computationnelles, PcoB a été surexprimé sous forme de
corps d’inclusion et purifiée par une étape unique de chromatographie d’affinit¢ IMAC en
conditions dénaturantes sur base des propriétés intrinseques de la protéine. Un gel SDS-PAGE
a confirmé le bon déroulement de la surexpression et la pureté des fractions récoltées apres
IMAC. PcoB a ensuite été repliée par la méthode SDS-MPD, afin de récupérer son repliement
natif et sa fonction associée. Des analyses ITTF et CD ont pu confirmer cette étape.

Par la suite, la liaison de PcoB aux ions Cu?* a été mise en évidence par ITTF montrant
des changements conformationnels de la protéine a proximité des acides aminés aromatiques
lors de I’ajout de ces cations. La sélectivité de PcoB ces derniers par rapport a d’autres cations

divalents (Co?*, Zn?*, Ni?*, Mn?*, Ca?* et Mg?*), a également été observée.

Afin de mettre au point un systéeme de relargage au cuivre, PcoB doit étre insérée dans
des liposomes. Dans un premier temps, la formation de ces vésicules de composition lipidique
POPG et POPG/CL (95/5), proche de celle de la membrane de C. crescentus, a pu étre mise
en évidence par des mesures DLS. Des images TEM ont également été réalisées sur ces

systemes, ce qui a permis de mettre en evidence leur caractere unilamellaire.
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Dans un second temps, a I’aide de PcoB (dénaturée et repliée) et des liposomes POPG/CL
(95/5) préformés, la formation de PL a été investiguée. Un auto-repliement de PcoB lors de
son insertion dans la bicouche n’a pu étre observé, il est donc nécessaire de passer par une
étape de renaturation préalable avant de former les PL pour obtenir des systemes renfermant
la protéine sous sa forme native. Des analyses par DLS ont révélé qu’une certaine quantité de
PcoB ne s’était pas insérée dans les vésicules. Trois méthodes de purifications des échantillons

de PL ont alors été testées mais sans succes.

Finalement, plusieurs tampons biologiques a pH 7.4 ont été testés pour maintenir une
concentration élevée en Cu?* en solution et prévenir la formation de complexes solubles et/ou
insolubles. Les tests préliminaires n’ont pas été concluants. L’utilisation de NH3z comme agent
complexant a également été investiguée afin de pallier ce probleme mais il s’est avéré que ce

composé n’était pas compatible avec une solution de PcoB repliée.

Les perspectives a court terme de ce travail sont d’abord la mise au point d’une méthode
de purification des PL afin de séparer efficacement la protéine (dénaturée et repliée) des
systemes lipidiques. Cela pourrait étre réalisé a 1’aide d’une colonne d’exclusion de taille. De
plus, il sera nécessaire de rechercher un moyen de stabilisation des cations Cu®* dans les
solutions biologiques tamponnés afin de pouvoir par la suite former des liposomes et PL
contenant des cations divalents de Cu. Pour ce faire, I’utilisation d’autres agents complexant
tels que la glycine ou I'utilisation de solutions tamponnées a pH inférieur & 6 pourrait étre
envisagées. Un clivage a la trypsine des PL et une analyse via SDS-PAGE ou Western-Blot
permettraient également d’obtenir des informations concernant 1’orientation de PcoB dans les
liposomes aprés son insertion. En ce qui concerne 1I’étude du flux entrant et sortant des
systemes de relargage, les variations des concentrations en cuivre pourront étre suivies et
évaluées via des mesures ICP-OES (Inductively Coupled Plasma Optical Emission
Spectroscopy) ou via des mesures spectroscopiques apres ajout d’un colorant chélatant tel que

le polyéthyléneimine (PEI) ou la calcéine.

Les objectifs a long terme visent a mieux comprendre les mécanismes de déetoxification
des bactéries et a développer des agents inactivant et inhibiteurs de ces systémes dans
I’optique de réduire le temps de vie des bactéries. Cet écrit vise également a faire avancer la
recherche fondamentale concernant les protéines membranaires et les protéines

intrinsequement désordonnées.

50



5. Matériels et méthodes

51



5. Matériels et méthodes

5.1. Analyses bio-informatiques

La séquence en acides aminés de PcoB (UniProtkKB - AOAOH3C699) est analysée avec
le logiciel NetSurfP-3.0 (https:/services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetSurfP-3.0)" afin

d’obtenir sa structure secondaire. De plus, sa structure tertiaire est prédite par homologie via

le programme SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org/)’®, par modélisation par

enfilage a I’aide du programme RaptorX (http://raptorx.uchicago.edu/)’* et par la méthode ab

initio a I’aide du logiciel AlphaFold2 (https://alphafold.ebi.ac.uk/).”? Une prédiction du

désordre de la sequence est également réalisée en utilisant le programme PONDR
(http://www.pondr.com/).”® L’ orientation de PcoB dans la membrane externe de C. crescentus
est prédite par le logiciel BOCTOPUS? (https://b2.topcons.net/).”

5.2. Surexpression de PcoB chez E. coli

Les manipulations de cette section sont réalisées en conditions stériles. Le milieu de

culture nutritif utilisé est du LB auquel est ajouté 0.03 mg/mL de kanamycine, un antibiotique.

5.2.1. Préculture

La préculture est réalisée en prélevant un peu de stock glycérol contenant la souche
modifiée a 1’aide d’une boucle d’inoculation et de plonger cette derniere dans un erlenmeyer
de 250 mL contenant 50 mL de milieu nutritif LB-Kana 0.03 mg/mL préalablement stérilisé.
Cet erlenmeyer est ensuite refermé a 1’aide d’un bouchon et mis a incuber a 37 °C durant 18

h sous agitation a 150 tours/minute.

5.2.2. Cultures

Les cultures sont réalisées dans 4 erlenmeyers de 2 L contenant 400 mL de milieu nutritif
LB-Kana 0.03 mg/mL stérile. Par la suite, 4 mL de préculture préalablement incubés sont
ajoutés. Ces cultures sont incubées jusqu’a ce que la D.O. a 600 nm soit entre 0.6 et 0.8. Un

aliquot de 1 mL de chaque erlenmeyer est conservé pour les analyses SDS-PAGE.

Lorsque les D.O. se trouvent dans la gamme citée ci-dessus, 1’induction a ’IPTG est
réalisée en ajoutant 200 uL d’IPTG 1 M dans chaque erlenmeyer. Les cultures sont a nouveau

rebouchées et incubées 3 h sous agitation a 150 tours/min a 37 °C.

5.2.3. Centrifugation
Les cultures sont placées dans 4 bouteilles en plastique carrées de 500 mL et centrifugées

30 minutes & 4000 x g et 4 °C (rotor Eppendorf™ A-4-81 et centrifugeuse Eppendorf™ 5804
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R). Le surnageant est ensuite éliminé et le culot est resolubilisé avec 20 mL de tampon
Phosphate-Buffered Saline (PBS) pH 7.4 dans un falcon de 50 mL. Ces derniers sont
centrifugés a 12000 x g et 4 °C pendant 30 minutes. Le surnageant est éliminé et les culots

sont conservés a -20 °C.

5.24. Lyse

Les culots sont mis en suspension dans 10 mL de tampon PBS pH 7.4 et vortexés afin
d’étre homogénes. La lyse est réalisée par sonication des falcons un a un et ceux-ci doivent
étre placés sous glace car les ondes font chauffer la solution. Six cycles de 30 s a puissance 6
avec 15 s de pause entre chaque cycle sont réalisés. Les falcons sont ensuite centrifugés 30
minutes a 4 °C et 12000 x g et le surnageant est éliminé. Les culots sont conserves a -20 °C.

5.2.5. Lavage

Les culots sont lavés une premiére fois par centrifugation avant d’étre purifiés par
chromatographie. Pour ce faire, 15 mL de tampon de lavage (Tris-HCI 20 mM pH 8, NaCl 50
mM et Triton X-100 2 %) sont ajoutés et le tout est homogénéisé. Les falcons sont ensuite
centrifugés 15 minutes a 4 °C et 12000 x g. Le surnageant est éliminé et un second lavage est

réalisé de la méme manieére. Les culots sont conservés a -20 °C.

5.3. Solubilisation des CI
Un culot de PcoB est solubilisé avec 10 mL de tampon de solubilisation
(NaH2PO4/Na;HPO4 20 mM pH 7.4 SDS 1 %) sous agitation douce durant 12 h a 20 °C. Le
falcon est centrifugé 10 minutes a 20 °C et 4000 x g (centrifugeuse VWR Mega Star 600). Le

surnageant est récupéré et filtré sur un filtre seringue 0.45 um (VWR Polyéthersulfone).

5.4. Purification de PcoB en conditions dénaturantes

5.4.1. Appareillage

L’appareil employé pour purifier la protéine est une FPLC (Fast Liquid Protein
Chromatography) GE AKTA Purifier 10 (UPC-900) avec une boucle d’injection de 5 mL.
Toutes les solutions employées avec cette machine sont préalablement filtrées et dégazees afin
d’éliminer toutes impuretés et bulles d’air pouvant entrainer des dégats au systéme et a sa

tuyauterie.
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5.4.2. Conditionnement de la colonne
La technique employée est une chromatographie IMAC. Pour ce faire, une colonne
HiTrap™ FF (GE Healthcare) est chargée en cations Ni?* avec 20 mL d’une solution de NiSO4

0.1 M. La colonne, précédemment blanche/incolore, devient ensuite bleutée.

Le systéme est lavé avec 30 mL d’eau distillée a un débit 3 mL/min. La colonne est ensuite
équilibrée avec le tampon d’équilibration A (NaH2PO4/Na;HPO420 mM pH 7.4, NaCl 100
mM, SDS 0.1 %) a un débit de 1 mL/min jusqu’a atteindre une stabilisation des courbes de

conductivité et d’absorbance a 280 nm.

5.4.3. Purification

L’échantillon protéique filtré est injecté sur la colonne par volume de 5 mL et 1’¢lution
est réalisee avec le méme tampon A afin de faire éluer le FT. Lorsque la courbe de I’UV a 280
nm revient a la ligne de base, un tampon d’élution B (NaH2PO4/NazHPO4 20 mM pH 7.4,
NaCl 100 mM, SDS 0.1 %, imidazole 250 mM) est employé afin de faire éluer la protéine
d’intérét. L’élution est fractionnée par volume de 1 mL. La colonne et le systeme sont ensuite
nettoyés avec ~75 mL d’eau distillée et ensuite de 1’éthanol 20 %. La colonne est enlevée du

systeme et conservée a 4 °C.

5.5. Elimination des sels et de I’imidazole

Afin d’éliminer les différents sels et I’imidazole présents dans les fractions récoltées apres
purification, une colonne de dessalage PD-10 (GE Healthcare Sephadex G25) est utilisée.
Cette colonne est préalablement équilibrée avec 25 mL de tampon C (NaH2PO4/Na;HPO4 20
mM pH 7.4, SDS 0.1 %) et ensuite 2.5 mL d’échantillon y sont déposeés. Lorsque la solution
est a fleur de la matrice, 3.5 mL de tampon C sont ajoutés afin de faire éluer la protéine et 3.5
mL sont récoltés en sortie de colonne. Une équilibration est nécessaire entre chaque utilisation
si le volume a dessaler est supérieur a 2.5 mL. Aprés utilisation, la colonne est lavée avec 35

mL d’eau distillée et conservée a 4 °C.

5.6. Electrophorése SDS-PAGE

5.6.1. Préparation des gels

Deux gels différents sont préparés : un gel de focalisation ou stacking gel (acrylamide 4
%, Tris-HCI 0.126 M pH 6.8, SDS 0.1 %, persulfate d’ammonium (ammonium persulfate,
APS) 0.05 %, tetraméthyléthylénediamine (TEMED) 0.05 %) et un gel de séparation ou
running gel (acrylamide 12 %, Tris-HCI 0.375 M pH 8.8, SDS 0.1 %, APS 0.05 %, TEMED).

54



Le premier a pour objectifs de bien concentrer toutes les fractions sur une ligne unique et le
second est le gel principal dont le but est de séparer les différents composants. Les
compositions de ces deux gels sont indiquées dans le Tableau 4.

Tableau 4 — Compositions et volumes (mL) pour la préparation de 10 mL de gel de séparation 12 % en acrylamide et del10
mL de gel de focalisation 4 % en acrylamide.

Substance Gel de focalisation Gel de séparation
Volume (mL) Volume (mL)
Eau distillée 6 3.39
Acrylamide 1.32 3.96
Tampon Tris-HCI 1.5 M pH 8.8 0 2.5
Tampon Tris-HCI 0.5 M pH 6.8 2.52 0
SDS 10 % 0.1 0.1
APS 10 % 0.05 0.05
TEMED 0.01 0.005

Le gel de séparation est coulé aux trois quarts d’une cassette Novex® Life Technologies™
de 1.0 mm. Une couche d’1 cm d’éthanol 20 % est directement ajouté par-dessus afin de le
protéger durant la polymérisation. Aprés 45 minutes, I’éthanol est éliminé et le gel de
focalisation est coulé afin de remplir entiérement la cassette. Un peigne doté de 12 divisions
est inséré afin de créer des puits pour déposer les échantillons. Il faut ensuite attendre environ
30 minutes que le second gel soit polymérisé avant de pouvoir utiliser cette cassette pour la

suite des manipulations.

5.6.2. Préparation des échantillons

Les échantillons a déposer sur le gel doivent subir une dénaturation et une coloration
préalable. Pour ce faire, 10 pL de fraction a analyser sont placés dans un eppendorf et 10 puL
de tampon de charge (Tris-HCI 62.5 mM pH 6.8, glycérol 20 %, SDS 2 %, bleu de
bromophénol 0.02 %, B-mercaptoéthanol 0.07 M) sont ajoutés. Chaque microtube est ensuite
vortex¢é afin d’homogénéiser et 10 pL du mélange final sont prélevés pour étre déposés sur le
gel. Pour certains échantillons, il est possible d’ajouter une étape supplémentaire de chauffage

a 95 °C pendant 5 minutes afin de s’assurer que toutes les protéines présentes sont dénaturées.

55



5.6.3. Migration

L’objectif de cette technique est la séparation des protéines sur base de leur masse
moléculaire. Pour ce faire, une cassette est placée dans une cellule d’électrophorése Novex®
Life Technologies™ XCell SureLock™ et du tampon de migration (Tris-HCI 25 mM, glycine
3.4 mM, SDS 0.1 %) est ajoute afin de remplir entierement la cuve. Le peigne est enlevé
lentement du gel afin de faire apparaitre les puits et 10 pL échantillons y sont déposeés. La
migration est ensuite lancée durant 1 h avec une différence de potentiel de 200 V. Quand celle-
ci est terminée, la cassette est enlevée de la cuve et ouverte en deux afin d’extraire le gel. Ce
dernier est ensuite placé pendant 30 minutes dans une solution de coloration (bleu de
Coomassie R250 30 mM, méthanol 11 M, acide acétique 1.7 M). Finalement, le gel est rincé
et placé 2 h dans une solution de décoloration (méthanol 7.4 M, acide acétique 1.7 M). Le gel

est conservé a 4 °C dans de I’eau distillée avec un peu d’acide acétique.

5.7. Dosage protéique
La concentration protéique est déterminée par spectrophotométrie UV-visible a une
longueur d’onde de 280 nm (spectrophotométre VWR™ UV-6300PC). Pour ce faire, le
coefficient d’extinction molaire a 280 nm (€559 ,m) de PcoB est calculé sur base de sa
séquence en acides aminés et vaut 57410 L.mol"1.cm™.1% La mesure est réalisée a I’aide d’une

cellule micro-UV BRAND® dont le chemin optique est de 1 cm.

5.8. Renaturation de PcoB
La méthode de renaturation employée lors de ce travail se base sur 1’association du
détergent SDS et du cosolvant MPD. La concentration protéique finale est de 0.2 mg/mL,
cependant il est possible de faire varier cette valeur en fonction des nécessités des
manipulations. Le Tableau 5 reprend les volumes utilisés en pratique pour obtenir 10 mL d’une

solution finale de PcoB repliée 0.2 mg/mL en partant de PcoB dénaturée 2.5 mg/mL.

Tableau 5 — Substances, solutions et volumes (mL) employés pour obtenir 10 mL de PcoB repliée 0.2 mg/mL en partant de
PcoB dénaturée 2.5 mg/mL.

Substance et solution Volumes (mL)
NaH2PO4/Na;HPO420 mM pH 7.4 6.678
NaH2PO4/Na;HPO420 mM pH 7.4 SDS 50 mM 0.600
MPD 7.8 M 1.923
PcoB dénaturée 2.5 mg/mL 0.798
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En pratique, les trois premiers volumes sont places dans un falcon de 50 mL et la protéine
dénaturée est ajoutée goutte a goutte sous agitation au vortex. La solution finale est placée
sous agitation douce durant environ 24 heures puis conservée dans un falcon fermé a 20 °C

étant donné que le SDS précipite a 4 °C.

5.9. Formation des liposomes

Les liposomes sont préparés par la méthode d’hydratation d’un film fin (Figure 28). Le
mélange lipidique employeé dans ce travail est 95 % de POPG (N° CAS 268550-95-4) et 5 %
de CL (N° CAS 115404-77-8).

La procédure générale est la suivante : 20 mg de lipides (19 mg POPG et 1 mg CL) sont
pesés et mis en solution dans un ballon monocol en verre avec environ 5 mL de chloroforme.
Le solvant est évaporé via un évaporateur rotatif (pompe a vide Vacuubrand™ PC 3001
VARIO et évaporateur rotatif Heidolph™ Laborata 4000 efficient) afin d’évaporer le solvant
sous agitation moyenne. Un film mince blanc apparait sur les parois du ballon. Ce dernier est
ensuite hydraté avec 10 mL de solution désirée D ne contenant pas de SDS
(NaH2PO4/Na;HPO4 20 mM pH 7.4) et agité lentement & la main durant environ 2 minutes.
La solution devient alors blanche et trouble. Pour obtenir des SUV, cette solution est plongée
dans un bain a ultrasons (aussi nommeé bain de sonication, Ultrasonic cleaner DW-5200DTD)
durant 30 secondes a 40 kHz. Cette étape est ignorée lors de la formation de LUV. Dix étapes
de gel/dégel sont ensuite réalisées en plongeant le ballon successivement dans de 1’azote
liquide (-196 °C) et dans un bain d’eau chaude (environ 60 °C).

La derniere étape de cette procédure est I’extrusion de la solution. L’appareillage utilisé
se nomme une extrudeuse (Figure 38), toutes les parties composant cette derniere sont

préalablement rincées a 1’eau distillée et ensuite avec de la solution D.
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Figure 38 — Schéma de I’extrudeuse et des filtres employés
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Le montage est réalisé en suivant I’illustration ci-dessus en placant un filtre 0.2 um en
polyéthersulfone entre deux filtres support. Le systéme est équilibré a I’aide de la solution D
et ensuite 1’échantillon est extrudé par 1 mL. Aprés 15 passages au travers du systéme, les

fractions sont rassemblées dans un falcon et conservées a 4 °C.

5.10. Formation des protéoliposomes

Apres avoir formé des liposomes et obtenu la protéine PcoB purifiée et repliée, ces deux
éléments sont combinés afin de former des PL. Le rapport PcoB/lipide a été choisi a 0.1/1.
Les PL sont réalisés en mélangeant 1 mL de PcoB repliée 0.2 mg/mL avec 1 mL de liposomes
SUV ou LUV 2 mg/mL. La solution est laissée sous agitation douce pendant environ 20 h a
20 °C. Les PL obtenus sont conserves dans un falcon fermé a 20 °C étant donné que le SDS

présent précipite a 4 °C.

5.11. Purification des PL

Apres la formation des PL, il est nécessaire de les purifier afin de se débarrasser de la
protéine (dénaturée et/ou repliée) environnante. Pour ce faire, trois méthodes ont été

employées.

5.11.1. Purification par ultracentrifugation fractionnée

Pour realiser cette méthode, 1 mL d’échantillon de PL a purifier est placé dans un
eppendorf spécial centrifugation préalablement rincée avec du tampon phosphate 20 mM pH
7.4. Ce dernier est centrifugé 2 heures a 10 °C et 30000 x g (rotor TLA 100.3 et la
centrifugeuse BC Optima TLX-120). Le surnageant est éliminé et 1 mL de tampon phosphate
20 mM pH7.4 est ajouté au culot. La solution est homogénéisée et stockée a température

ambiante (environ 20 °C).

5.11.2. Purification par ultracentrifugation avec gradient de sucrose

Cette purification se base sur la succession de plusieurs couches possédant des
concentrations en sucrose différentes et donc des densités et des coefficients de flottaison
différents. Pour ce faire, 5 solutions de sucrose sont réalisées : 60, 20, 10, 5 et 2.5 % (w/w)
dans du tampon phosphate 20 mM pH 7.4. A T’aide d’un réfractometre, le coefficient de
diffraction de chaque solution est mesuré et du tampon est ajouté afin d’obtenir précisément
les pourcentages mentionnés précédemment. Sont ensuite mélangés 1 mL d’échantillon de PL
et 1 mL de sucrose (60 % w/w). Dans un tube a centrifugation de 13 mL en polypropyléne,
1.5 mL de ce mélange est placé dans le fond puis recouvert lentement par 1.5 mL de chaque
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solution en gradient décroissant. Pour finir, 0.75 mL de tampon sont ajoutes sur la derniere
couche de sucrose. Le tube est centrifugé 1 heure a 10 °C et 82600 x g (rotor Beckman SW28
et centrifugeuse BC Optima LE-80K). Ensuite, le tube est récupéré et sectionné en 20
morceaux. Aprés chaque découpe, la solution est prélevée et placée dans des eppendorf
stockés a température ambiante (environ 20 °C). L’indice de réfraction de chaque fraction est

mesuré afin de pouvoir calculer la concentration en sucrose apres centrifugation.

5.11.3. Purification par filtration

Cette purification est réalisée avec des Amicon de 100 K. Un volume de 1 mL
d’échantillon de PL a purifier est placé dans la partie supérieure de cet Amicon et 4 mL de
tampon phosphate 20 mM pH 7.4 sont ajoutés. L’échantillon est centrifugé 5 minutes a 10 °C
et 6000 x g (centrifugeuse VWR Mega Star 600). Le filtrat est récupéré dans un eppendorf et
du tampon phosphate est ajouté de nouveau dans la partie supéricure afin d’atteindre un
volume de 5 mL. Ces étapes sont réitérées afin de réaliser 5 cycles de filtration. Le dernier
cycle est réalisé de maniere a obtenir un volume final de 1 mL dans la partie supérieure. Cette

solution est récupérée et conservée a température ambiante (environ 20 °C).

5.12. Dichroisme Circulaire
La protéine repliée et les PL sont analysés par CD dans I’UV lointain. Pour ce faire, il est
nécessaire que la concentration protéique soit de 0.1 mg/mL. Les spectres sont enregistrés
avec un spectropolarimetre MOS-500 & 20 °C en utilisant une cellule en quartz Suprasil
(Hellma) dont le chemin optique est de 1 mm. Pour chague spectre, quatre scans (20nm/min,
pas de 0.5 nm, intensité de 0.1 nm et 2 s de temps d’intégration digitale) sont moyennés et

lissés.

5.13. Fluorescence intrinseque des tyrosines et des tryptophanes

La protéine PcoB repliée et les PL sont analyses par ITTF. Les mesures sont réalisées
avec un spectrophotométre de fluorescence Agilent Cary Eclipse équipé d’une lampe au
Xénon et la cellule employée est une cellule en quartz QS (Hellma) dont le chemin optique
est de 10 mm. L’ouverture de la fente monochromatique est fixée a 5 nm et la longueur d’onde

d’excitation a 280 nm. Les spectres d’émission sont réalisés de 280 a 600 nm.

5.14. Diffusion Dynamique de la Lumiere
Les échantillons sont analysés en DLS afin d’obtenir les diamétres hydrodynamiques

moyens D,,. Les mesures sont réalisées avec un Horiba Zetasizer SZ-100 et une cellule
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Kartell™ STD en polyméthacrylate de méthyle (PMMA) possédant 4 faces optiques et un
chemin optique de 1 cm. Ces cellules sont refermées et si possible, conservées a 4 °C afin de

réaliser des suivis dans le temps de certains échantillons.

5.15. Microscopie électronique a transmission

Les liposomes et PL sont observés en TEM avec coloration négative a 1’aide d’acide
phosphotungstique (phosphotungstic acid, PTA) comme agent contrastant. La procédure de
préparation principale est la suivante : les micrographies sont prises a 1’aide d’un microscope
électronique a transmission FEI™ Tecnai™ G2 20 a filament de LaBs opérant a un potentiel
d’accélération de 120 kV. Des grilles d’analyses en cuivre recouvertes de carbone et de
Formvar (thermoplastique adheésif) sont préalablement hydrophilisées par décharge
luminescente de plasma (glow discharge) avec un Quorum Q150T E/S. Sur un morceau de
Parafilm propre, 3 gouttes différentes d’environ 5-10 pL sont déposées : une premiere pour le
ringage avec de I’eau milliQ filtrée sur filtre seringue 0.2 pm, une seconde avec I’échantillon
a déposer sur la grille et une troisiéme avec 1’agent contrastant (PTA 2 % dans de I’eau milliQ
pH 7.4) également filtreé sur filtre seringue 0.2 um. Aprés hydrophilisation, la grille est rincée
5 fois avec I’eau milliQ puis déposée 10 minutes sur la goutte d’échantillon. L’excédent est
aspiré a I’aide de papier buvard et la grille est ensuite déposée sur la goutte de PTA durant 1
min. L’excédent est & nouveau aspiré comme avant et la grille est laissée environ 15 minutes
a ’air libre afin de sécher le plus possible. La grille est ensuite placée sur un porte-grille afin
d’étre observée en TEM. L’ensemble de ces manipulations ont été réalisées sous I’expertise

de Corry Charlier du Service de Microscopie de I’Université de Namur (UNamur).
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