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ii CHAPITRE 0. INDEX DES NOTATIONS

Index des Notations

vy Tension de surface des interfaces eau/huile,

o Tension de membrane des bicouches,

K Module de courbure d’Helfrich,

le Longueur d’extrapolation,

R : rayon des gouttes d’émulsion,

p rayon de la zone de contact,

0 : angle de contact, pris comme angle d’ouverture entre le substrat et la
goutte,

Cinaz @ Concentration maximale en volume du mélange composé de PEG-2000
et de PEG-3400-Biotine ,

Thiot . Fraction molaire en PEG-3400-Biotine

ng of Densité surfacique en biotine & la surface des gouttes,

I’fn. ot : Densité surfacique en PEG-3400-Biotine sur les lamelles de verre,

s . Binding Capacity en streptavidine a la surface des gouttes en dehors de
la zone d’adhésion,

I, . Binding Capacity en streptavidine a la surface des lamelles fonctionna-
lisées,

s, : Densité surfacique en streptavidine dans la zone de contact (liée a de la

biotine ou libre),

ré, :  Densité en streptavidine dans la zone de contact liée a de la biotine.




En guise de préambule...

Urant ce travail de theése, nous avons exploré la capacité des émulsions a adhérer de
maniere spécifique a des surfaces biomimétiques et plus précisément, nous avons étu-
dié la relation entre la composition des gouttes a leur interface et ’énergie d’adhésion

associée a la formation d’un angle de contact macroscopique. Ces expériences font partie d’un
projet beaucoup plus vaste dont ’objectif est la mise au point de nouveaux vecteurs ciblés de

principes actifs.

Dans une premiere partie, nous rappellerons I'importance de la compréhension de I'’adhésion
cellulaire et les réponses que la physique peut y apporter. Notamment, nous reviendrons sur les
principaux résultats obtenus dans le domaines de 1’adhésion d’objets souples (liposomes, émul-

sions) induite par les interactions non-spécifiques et spécifiques.

Dans une seconde partie, nous présenterons les matériaux que nous avons développé pour notre

étude et les méthodes de caractérisation qui y sont associées.
Enfin, nous détaillerons les résultats obtenus relatifs aux mesures d’énergie d’adhésion spécifique.
En annexe, nous avons résumé les principales méthodes de mesure de taille et de dosages biochi-

miques relatives au particules colloidales, ainsi que les résultats relatifs au propriétés physico-

chimiques des polyéthylene oxyde .
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CHAPITRE 0. EN GUISE DE PREAMBULE...




Premiere partie

Adhésion Cellulaire et Modélisations






Chapitre 1

Adhésion Cellulaire

Les organismes multicellulaires sont construits a partir d’ensembles coopératifs, les tissus, dont
deux des principaux composants sont les cellules et un réseau de polymeéres, la matrice extracel-
lulaire, qui assure le soutien mécanique de ’ensemble. Chez les vertébrés, ces tissus peuvent étre

par exemple conjonctifs, musculaires, nerveux ou épithéliaux[ﬂ

Que 'on consideére les situations physiologiques de 'organisme sain (fécondation, prolifération,
différenciation, migration, activation) ou celles relatives a 'organisme malade (formation de mé-
tastases cancéreuses, invasion d’un tissu par un agent pathogeéne, thromboses, inflammation,
réaction de I'organisme vis-a-vis des biomatériaux), le phénomene d’adhésion cellulaire apparait
comme un processus fondamental permettant un tres haut degré d’organisation et de coor-
dination & la fois spatiale et temporelle de ces tissus, nécessaires au bon fonctionnement de

P’ensemble.

Cette adhésion cellulaire est controlée par la présence et la modulation dynamique d’interactions
spécifiques [I8] 18] entre les membranes extérieures des cellules. La spécificité est induite par
des molécules membranaires spécialisées qui peuvent s’associer entre elles par complémentarité
géométrique et physico-chimique - On les appelle molécules d’adhésion, ou Cell Adhesion Mo-
lecules (CAMs)). De maniere imagée, on se représente la complémentarité entre deux CAMS
comme la complémentarité nécessaire a une clef vis-a-vis de sa serrure pour pouvoir actionner

le mécanisme d’ouverture.

1On pourra se référer au livre Molecular Biology of the Cell [4] d’Alberts et al. et d*un cours en ligne de Pierre

Bongrand http ://www.crmen.univ-mrs.fr/confs /bio2003 /bongrand.pdf.


http://www.crmcn.univ-mrs.fr/confs/bio2003/bongrand.pdf

4 CHAPITRE 1. ADHESION CELLULAIRE

1.1 Adhésion et couples ligand-récepteur

1.1.1 Physico-Chimie de la reconnaissance spécifique

Les progres technologiques — reposant en particulier sur des techniques de génie génétique et
I'utilisation d’anticorps monoclonaux — ont permis d’isoler et de caractériser plusieurs dizaines
de molécules d’adhésion que 'on peut classer en familles, a partir de similitudes structurales ou

de fonctionnement.

Bien que ces molécules adhésives puissent étre des sucres [123] ou des peptides [I35], la grande
majorité d’entre elles sont des protéines, c’est-a-dire des macromolécules structurées composées
d’un enchalnement primaire de plusieurs centaines d’acides aminés liés entre eux par des liaisons
peptidiques. Les acides aminés sont au nombre de 20, et peuvent étre neutres ou chargés, polaires
ou apolaires, et peuvent créer des liaisons hydrogene a partir de certains de leurs groupements
chimiques (alcools, acides, amines).

L’enchainement primaire est créé a partir de I’expression génétique de certaines fragments d’ADN
en ARN, puis par traduction de cet ARN en un polypeptide construit pas-a-pas dans le reticu-

lum endoplasmique de la cellule.
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F1G. 1.1 — L’adhésion sélective d’une protéine avec un ligand s’effectue & partir d’une complémentarité géomé-
trique et physico-chimique, grace a la formation de nombreuses liaisons faibles entres leurs groupements chimiques

respectifs & I'intérieur du site de liaison. Source [4].

La fonction d’une protéine lui est conférée par sa structure tridimensionnelle engendrée par
le repliement précis de la chaine linéaire. Ce repliement s’effectue tout d’abord a 1’échelle de
quelques acides aminés, en fonction des interactions répulsives (ioniques, stériques, effets de
solvant) et attractives (liaisons hydrogene, ioniques, solvatation) qui existent entre ceux qui se
situent a proximité. Puis a 1’échelle de la protéine entiére (structure tertiaire), voire & 1’échelle

de plusieurs protéines assemblées (structure quaternaire).
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Ces repliements s’accompagnent de la constitution de poches qui permettent 'interaction spé-
cifique avec d’autres espéces chimiques nommées ligands (ions, molécule, macromolécule) par

lintermédiaire de multiples liaisons faibles (essentiellement hydrogene) organisées spatialement

(Fig. [L.1).

Le mécanisme physico-chimique de la reconnaissance s’effectue en plusieurs étapes, aidées par
le comportement dynamique de la chaine polypeptidique : reconnaissance géométrique, puis re-
connaissance chimique, avec consolidation par exclusion des molécules d’eau et réorientation de
certains groupements chimiques a 'intérieur de la poche. La premiere conséquence de ce méca-
nisme est que de petites modifications dans la structure primaire peuvent sensiblement influer
sur la conformation de la poche et donc sa fonction. La deuxiéme conséquence, dans le cas ou la
protéine présente plusieurs sites de liaison, est que la présence du ligand dans un des sites peut
induire des modifications de structure du reste de la protéine et donc permettre une régulation

des capacité de liaison des autres sites [98].

1.1.2 Adhésion cellulaire : Trois cas concrets

Parmi les innombrables phénomenes associés a ’adhésion entre des cellules, nous avons choisi
d’en présenter trois a propos desquels il est possible d’isoler formellement, si ce n’est une fonction,
du moins une caractéristique générale de fonctionnement. Nous aborderons le réle des CAMs
dans la cohésion mécanique endothéliale, puis leur réle dans I’adhésion dynamique des globules
blancs dans les vaisseaux, et enfin la nécessité de leur structuration dans I’espace intercellulaire

dans le cas de I'adhésion des lymphocytes.

1.1.2.1 Cohésion Endothéliale

L’endothélium vasculaire est une monocouche de cellules qui tapisse I'intérieur de tous les vais-
seaux sanguins. C’est une membrane semi-perméable qui permet notamment les échanges gazeux
ainsi que le trafic des globules blancs entre le sang et les organes.

Entre deux cellules jointives, on peut isoler trois catégories d’assemblages intercellulaires : les
jonctions étanches dont le role est d’empécher la diffusion des molécules perpendiculairement a
I’endothélium, les jonctions de communication qui assurent un couplage chimique et électrique
entre cellules adjacentes et enfin les jonctions adhérentes qui permettent la tenue mécanique.
Ces jonctions adhérentes sont formées a partir d’une famille de molécules dont il existe plusieurs
dizaines de variantes et qui interviennent dans la cohésion mécanique de nombreux tissus :
les cadhérines [98]. Ces protéines sont constituées de cinqg domaines identiques pour la partie

extracellulaire et d’une partie intracellulaire reliée au réseau d’actine. La cohésion entre les
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de communication, ainsi que les zones de contact avec
la matrice extracellulaires crées grace a la présence

d’integrines. Source [4].

cytes. Source [4].

surfaces s’effectue par des interactions faibles homotypiques (cadhérine-cadhérine) dépendant
fortement de la concentration en calcium. Pour exister, ces interactions nécessitent la mise
en jeu de molécules appelées caténines qui stabilisent les complexes formés dans leur partie

intracellulaire.

1.1.2.2 Leucocytes

Lorsqu’un tissu subit une agression telle qu’un traumatisme mécanique, une briilure ou une
infection, on observe tres rapidement la mise en place d’une réaction inflammatoire, caractéri-
sée par 'arrivée de différentes populations de leucocytes circulants, dont le role est d’éliminer

les cellules mortes ou les débris tissulaires ainsi que d’éventuels microorganismes pathogenes [97].

Les cellules endothéliales, activées par des facteurs tels que la présence de bactéries ou de produits
de 'organisme, vont exprimer des molécules de sélectine a leur surface qui interagissent avec des
molécules portées par la membrane des leucocytes circulant dans le flux sanguin ou lymphatique,
ce qui a pour effet de les ralentir sans toutefois les arréter. Les sélectines, individualisées il y a
une dizaine d’année [12], se caractérisent par une interaction faible et extrémement labile avec
des ligands de la famille des sucres sialylés.

Ralentis, les leucocytes s’activent alors en rendant fonctionnels des membres de la familles des
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tissue

intégrines (notament LFA-1) & leur surface en réponse a une signalisation chimiotactique des
cellules endothéliales. Les intégrines se lient a leurs ligands sur la paroi, conduisant & une im-
mobilisation des leucocytes. Enfin, ces derniers vont se diriger vers les jonctions intracellulaires
afin de migrer a travers la barriere endothéliale et pénétrer les tissus inflammés plus profonds.

La famille des intégrines compte une trentaine d’éléments et leur caractéristique commune est
liée & une structure hétérodimérique constituée de deux chaines polypeptidiques (« et (3) diffé-
rentes. L’activité des intégrines peut étre modulée par des modifications de leur conformation
ou de leur association au cytosquelette. Les intégrines peuvent engendrer des signaux intracel-
lulaires qui interviennent dans les processus de survie ou de prolifération liés a 'attachement a
un substrat. Elle interviennent notamment dans le cadre de ’adhésion des tissus a la matrice

extracellulaire de collagene comme représenté sur la figure [1.3

1.1.2.3 Synapse immune

Dans de nombreux cas, la reconnaissance d’un récepteur avec un ligand de la cellule cible ne suffit
pas a déclencher la production d’un signal intracellulaire et ’activation de la fonction biologique
associée [41]. Par exemple, lorsqu’un lymphocyte T (Fig. interagit avec une cellule cible,
la réponse immunitaire compléte ne survient que lorsque les complexes protéiques mobilisés par
la reconnaissance s’organisent en une structure intercellulaire dont la taille caractéristique peut

atteindre plusieurs microns, la synapse immune [73].

Les récepteurs TCR sont a la périphérie de la zone de contact au début de la formation, puis
diffusent vers le centre, laissant les récepteurs LFA a la périphérie de maniére a former la
synapse dite mature. Bien qu'une modélisation ne tenant compte que de la diffusion passive ait
permis de simuler la formation de ces structures [130], les coefficients de diffusion des protéines
dans le modele sont largement supérieurs a ceux associés uniquement a la diffusion brownienne

bidimensionnelle, suggérant donc des mécanismes actifs [85]. Ces résultats ont été confirmés
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par des expériences montrant que des cellules n’ayant plus la capacité de former des filaments

d’actine étaient incapables de former une synapse mature.

mz—-

- . F1G. 1.5 — La formation d’une synapse immune entre une
. lymphocyte T et une cellule cible montre une réorganisation
- . temporelle des récepteurs LFA et TCR qui conduit a la sy-

napse mature. Au début TCR et LFA ne sont pas totalement
. ‘ segrégés mais les TCR sont a la périphérie et peu a peu l'inver-
. & sion survient et les TCR se retrouve au centre. Source [130].

peptide
APC 10 um
(Antigen Presenting Cell)

L’existence de synapses a aussi été démontrée chez le lymphocyte B avec le méme type de géo-
métrie circulaire [86]. Au centre, on trouve des récepteurs igM et & la périphérie des récepteurs
de type CD45 et CD22. A la différence du lymphocyte T, un lymphocyte B peut former une
synapse mature uniquement a partir de mécanismes impliquant une diffusion passive des pro-
téines. De plus, malgré le fait que les igM et les CD45 et CD22 aient des tailles différentes, leur

taille relative n’influe pas sur la répartition coeur-couronne qui s’établit [36].

Les récepteurs igM dans la zone de contact ne restent localisés que s’ils peuvent se lier a leur
ligand. Sinon, ils sont expulsés. Des expériences ont notamment montré qu’en supprimant les
ligands, les récepteurs igM portés par la surface du lymphocyte B ne sont pas répartis de maniere
homogene, mais sont bel et bien exclus & cause du peuplement de la zone adhérée, notamment

par les CD45/CD22. Les igM restent donc a la périphérie de la zone de contact.

1.2 Formalisme associé aux couples ligand-récepteur

Nous avons noté que 'adhésion s’effectue & partir de molécules adhésives localisées sur la partie
externe des surfaces cellulaires. Les questions relatives a la compréhension de ces interactions
individuelles — a quelle vitesse un ligand accroche son récepteur, au bout de combien de temps le
couple se dissocie, la force exercée a-t-elle un role ? — ont pu étre posées puis résolues ces trente
dernieres années, notamment grace a des expériences permettant de sonder avec une grande

précision la mécanique locale d’un couple de molécules adhésives.
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1.2.1 Constante cinétiques et Energie de liaison

La formation d’une liaison ligand-récepteur [19} 119] est décrite par un mécanisme bimoléculaire
dont I’équation bilan s’écrit :
L+R= LR

La formation d’un lien L/R peut étre homolytique, si le ligand et le récepteur sont de la méme

famille ou hétérolytique si le ligand et le récepteur sont complémentaires mais structurellement

différents (Fig. [1.6)).

FIG. 1.6 — Représentation schématique des différents types

@ d’assemblages entre un ligand et un récepteur : (a) homo-
philique : le ligand et le récepteur sont identiques; (b) hé-

. . térophilique : le ligand et le récepteur sont différents mais

HOMOPHILIC BINDING HETEROPHILIC BINDING complémentaires. Source [4].

Les constantes cinétique d’attachement k., et de détachement k,;; sont liées a la constante
d’affinité de ’équilibre

kon [M71s™
kogr  [s71]

dont I’énergie libre associée peut varier de quelques fractions de kT [123] a 35kT pour le couple

K, = (1.1)

biotine-streptavidine [77] (10* < K, < 10 M~1). Pour les couples courants, les énergies sont

toutefois de 'ordre de la dizaine de kT.

Les constantes cinétiques ko, et k,ry dépendent non seulement des couples choisis et des condi-
tions physico-chimiques, mais aussi des contraintes mécaniques appliquées aux molécules et aux

degrés de liberté qui leur sont accessibles [19].

Le kon d’un couple se décompose en un terme de diffusion des especes et un terme de réaction. En
solution, seule la composante diffusionnelle est limitante, ce qui explique la gamme étroite des
valeurs mesurées pour des couples L/R différents (10° < ko, < 10 M~1.s™1) [156]. La gamme
des kog mesurés est beaucoup plus étendue (1076 < kog < 10* s71), impliquant que le temps
de vie tofr = 1/kog d’une liaison L/R a force nulle puisse s’étendre de quelques millisecondes &

plusieurs jours.

En solution, les valeurs des ko, et kog peuvent étre mesurées a ’aide d’une technique unique
(Fig. [1.7) : le Biacore®. Un canal microfluidique transportant les ligands est scellé au contact

d’une couche d’or sur laquelle sont adsorbés des polymeéres hydrosolubles portant les récep-
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I F1G. 1.7 — Schéma de principe de la technique Biacore® qui
Light , Detector mesure les constantes cinétiques de couples ligand-récepteur
en volume : les récepteurs sont fixés sur une couche d’or sur

laquelle on a préalablement adsorbé un polymeére hydrophile.

& @; [P @ =\ Les ligands sont transportés par un canal microfluidique au
) [ ]
°® u . il contact de la couche d’or. La réaction est suivi par une me-
@ @ o 2 e s PN . .
5w 8 0—@» sure d’épaisseur effectuée a partir d’un signal de plasmons de

surfaces.

teursﬂ La formation ou la dissociation des liens L/R s’accompagne d’une variation d’épaisseur
de quelques nanomeétres de la couche adsorbée, modifiant ainsi le signal de plasmons de surface
crée par l'illumination laser de la couche d’or. La représentation de cette variation d’épaisseur
en fonction du temps permet de déduire les constantes cinétiques. La présence des polymeres
entre la surface d’or et les récepteurs permet de donner a ces derniers une mobilité semblable a

celle qu’ils auraient en solution.

Si nous revenons maintenant a la problématique de ’adhésion entre une cellule et une surface, la
seule description tridimensionnelle des constantes cinétiques se révele insuffisante pour au moins

deux raisons :

1. Les molécules adhésives ne sont pas en solution, mais attachées a des surfaces, ce qui leur
interdit certains déplacements. Nous avons vu que le ko, est trés sensible & la composante
diffusionnelle de la réaction, donc nous nous attendons a une forte modification de sa valeur
a 2D.

2. Tres souvent des forces d’amplitude et de direction variables s’exercent pendant un certain
temps sur le couple L /R nouvellement formé : dans le cas des leucocytes qui roulent, le flux
hydrodynamique a tendance a emporter la cellule et ainsi tirer sur les liens sucres/sélectines.
Nous comprenons intuitivement que la durée vie de la liaison sera différente (et en général

inférieure) du cas ol uniquement les fluctuations browniennes conduisent a la dissociation.

Peu de techniques expérimentales permettent de mesurer des valeurs de ko, bidimensionnels
[31) 184, 121]. Alors que dans le cas des constantes tridimensionnelles, les valeurs déterminées
par diverses techniques coincident, cela ne peut étre la cas dans le cas bidimensionnel puisque
la configuration géométrique du systéme influe directement sur les degrés de libertés accessibles

aux CAMs et ainsi sur la rapidité a laquelle ils pourront se rapprocher et réagir. Une analyse

2La technique Biacore® est commercialisée par la société du méme nom dans les laboratoires académiques,
mais surtout dans 'industrie chez les sociétés de diagnostic ou d’immunologie. On trouve un nombre important

d’articles rapportant des données cinétiques pour des couples L/R dans des conditions expérimentales variées.
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F1G. 1.8 — La biotine est une petite molécule organique qui
a la capacité de se lier a la streptavidine par une interaction
d’environ 35kT. La streptavidine peut lier quatre biotines.

Son poids moléculaire est de 70000 g/mol .

dimensionnelle simple conduit & une relation de type k22 = k2D /a entre les constantes d’asso-

ciations bi- et tridimensionnelles, a étant homogene & une longueur. Usuellement, on considere
des valeurs allant du nanometre a la centaine de nanometres pour le parametre a utilisé comme
parameétre ajustable dans des expériences de cinétique [9, 20, [39]. En réalité, toute la complexité
microscopique de la réaction est comprise dans ce parametre a qui contient & la fois les infor-
mation relatives aux mouvements des protéines a la surface, mais aussi aux mouvements des

surfaces elles-mémes qui participent a la formation du lien.

Le détermination de constantes de dissociation bidimensionnelles s’appuie sur un nombre beau-
coup plus important de techniques expérimentales [19] dont trois sont parmi les plus connues :
la chambre & flux hydrodynamique laminaire [120], les techniques de micropipettes [54, 52] et la
microscopie a force atomique [64, 99]. Les mesures effectuée sur de nombreux couples confirment
notre intuition : une force de quelques dizaines de piconewtons qui s’exerce sur un lien L/R

diminue sa durée de vie de 50%.

1.2.2 Le couple Streptavidine-Biotine

La biotine, communément appelée vitamine H ou B8, est une petite molécule hydrosoluble
(MW=244 g/mol). C’est une coenzyme de carboxylases qui interviennent dans le catabolisme
des sucres et lipides d’organismes vivants tres variés (bactéries, instectes, mammiferes).

On trouve dans le blanc d’oeuf une protéine, 'avidine, dont le role est d’immobiliser la biotine
qui se trouve en solution, de maniere a endiguer le développement d’organismes indésirables.
L’action de I'avidine sur la biotine a été découvert dans les années 1930 chez les mammiferes, et
a donné son nom a la maladie de l’oeuf cru : des rat nourris en exces d’oeuf crus présentaient
des symptomes (cutanés, digestifs, acidose sanguine, etc.) qui se résorbent apres administration

d’une forte dose en biotine.

La streptavidine (Abbrev. SA) est un homologue de l'avidine, produite et purifiée chez Strep-
tomyces avidinii. Avidine et Streptavidine sont des protéines tetramériques formés de quatre

fragments identiques pouvant lier une biotine chacun [77]. La masse molaire totale de la pro-
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téines est de 70000 g/mol dans les deux cas. On préfere toutefois souvent utiliser la streptavidine
plutot que 'avidine a cause leur différence en terme de point isoélectrique : alors que celui de la
streptavidine est proche des pH physiologiques (pl~ 5-6), celui de I’avidine est fortement basique
(pI~10).

La constante d’affinité du complexe en solution est trés élevée [78], de I'ordre de 10714 L.mol !,
correspondant a une enthalpie libre de réaction moléculaire de l'ordre de la trentaine de kT. Le
couple biotine/(strept)avidine constitue la liaison non covalente la plus forte de la nature. Pour
mémoire, une liaison covalente carbone-carbone dans une molécule est de 150 kT. En volume,
le taux de dissociation de la liaison & force nulle est de kog = 1077 571, ce qui correspond & un
temps de vie estimé de 'ordre de plusieurs semaines.

Des travaux de génie biochimique réalisés par Stayton et al. ont montré que I'affinité impor-
tante entre les deux especes était liée a la présence de tryptophane dans une poche parfaitement
ajustée [93] [150] a la biotine. Cette configuration tres particuliere explique la faible sensibilité

de I'énergie de liaison a la température [71], au pH et a la salinité [74].

Des mesures ont été réalisées pour connaitre la force a exercer sur le couple biotine/streptavidine
lié & une surface pour la dissocier, notamment a ’aide de la technique appelée Biomembrane
Force Probe (BFP) dérivée de la technique des micropipettes [52]. Il a été tres récemment montré
qu’en dehors de toutes autres considérations, la force nécessaire pour rompre une liaison dépend
de l'histoire du lien [I25], & savoir la maniere dont celui-ci a été formé. Le potentiel de la liaison
biotine/streptavidine est composé de trois puits qui ne sont pas tous accessibles suivant les
conditions expérimentales, et on peut donc mesurer des temps de détachement différents alors
que la force appliquée est la méme. Les expériences de Merkel et al. ont en outre montré que
la force a appliquer dépend du taux de charge [pN/s| : plus la force est appliquée vite, plus la

liaison apparait solide [106].

1.3 Adhésion de surfaces par des liaisons ligand-récepteur

La membrane plasmique d’une cellule est formée d’une bicouche composée de deux feuillets,
dont les proportions en phospoglycérides, sphingolipides et de cholestérol sont différentes (Fig.
. A cette bicouche sont associés des protéines ou complexes protéiques transmembranaires ,
et notamment les molécules adhésives. Ces molécules ont la possibilité de diffuser dans le plan
de la membrane, soit de maniere passive (diffusion brownienne) soit active (par l'intervention

de mouvements du cytosquelette et consommation d’ATP).
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La surface externe de la bicouche est recouverte d’une couche diffuse fortement chargée négati-

vement, appelée matrice péricellulaire ou glycocalyx, dont 'effet est essentiellement anti-adhésif

[6], (30}, 176, 29, 137].
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F1G. 1.9 — Gauche : Les membranes des cellules sont composées de lipides & double chaine en proportions
différentes au sein des organelles. — Droite : Représentation schématique de la membrane plasmique d’une cel-
lule montrant la bicouche, les filaments du cytosquelette, les protéines intégrales et les molécules glycosylées du

glycocalyz. Source [4].

L’adhésion entre deux cellules nécessite I’approche des surfaces biologiques a une distance com-
patible avec la création de liaisons entre molécules adhésives. Les contacts intercellulaires respon-
sables de la formation d’interactions adhésives peuvent se produire de maniére passive (migration
hydrodynamique, agitation thermique) ou de maniére active grace a des fluctuations controlées

des membranes ou des tissus.

Glycocalyx

Free receplors

F1G. 1.10 — Représentation schématique du premier mo-

—— Contact region

deéle d’adhésion cellulaire proposé par Bell et al. en 1984. Ce

Separation
distance

. :’ihz :
SRR

Cell-cell bonds

modele fait intervenir des interactions attractives associées a

la formation de couples ligand-récepteur et des interactions

répulsives causées par la présence de glycocalyz. Source [9].

Free receptors

Si 'on considére qu’un lien a pu se former et que celui-ci ne s’est pas rompu, la question se pose
de savoir comment la consolidation de la zone d’adhésion s’effectue et comment s’exprime 1’éner-
gie effective associée a cette consolidation. Le premier modele physique abordant ce probléeme a
été posé par Bell, Dembo et Bongrand en 1984 [9]. Basé sur un formalisme inspiré de la phy-
sique des colloides et prenant en compte une vision simplifiée de la membrane cellulaire externe,

ce modele ne considére que les interactions répulsives causées par la présence de glycocalyz et
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les interactions attractives correspondant a la formation de liens spécifiques entre les surfaces
(Fig. [L.10). Dans ce modele, aucune hypothéese n’est faite concernant la géométrie des surfaces
a l'exception d’une aire de contact formée par les deux membranes et de leur espacement. Les
molécules sont caractérisées par une constante d’association thermodynamique et sont laissées

libres de diffuser & 2D de maniére passive.

Ce modele prédit une accumulation de couples L/R — proportionnellement & leur constante
d’affinité — dans la zone d’adhésion entre les membrane. Ce phénomene a été observé expéri-
mentalement, notamment entre deux vésicules tenues par des micropipettes adhérant par des

liens streptavidine/biotine [I11].

Intuitivement, on voudrait écrire ’énergie a fournir par un opérateur pour détacher les mem-
branes comme :

W =TU (1.2)

avec I' la densité de liens dans la zone d’adhésion et U I’énergie de liaison. En réalité, Bell
et al. ont montré que cette énergie ne dépendait que de la différence de pression osmotique
bidimensionnelle entre les especes moléculaires dans et hors de la zone d’adhésion pour un
processus de détachement lent. En effet, la loi d’Young-Dupré doit prend en compte les pressions

osmotiques des especes et s’écrit donc comme

7y COS 0= Y 1—‘Dedans - 1—‘Dehmﬂs (13)

En P'absence d’une énergie d’adhésion non spécifique, on peut écrire W = (1 — cos ) soit :

W = FDedans - FDehors (14)

Dans le cas de faibles densités surfaciques, 1’énergie d’adhésion ainsi calculée peut étre tres in-

férieure a la somme des énergies de liaison des couples formés.

En réalité, détacher une cellule d’un substrat nécessite une énergie bien souvent supérieure de
plusieurs ordres de grandeurs a la somme des énergies de liaisons des couples formés. Cette
consolidation spectaculaire ne peut pas s’expliquer uniquement par les mécanismes simples du
modele BDB : elle nécessite la mise en jeu de processus actifs faisant appel a la dynamique du

corps cellulaire.

La membrane plasmique est soutenue par un ensemble organisé de structures polymériques — le
cytosquelette — qui confere a la cellule I'essentiel de ses propriétés mécaniques. Le cytosquelette

est composé d’un réseau de fibres — filaments d’actine, filaments intermédiaires et microtubules —
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Corpuscule bassl

F1G. 1.11 — Représentation schématique de 'orga-
nisation interne d’une cellule eucaryote, faisant appa-
raitre son architecture membranaire interne et ses or-

ganelles (mitochondries, ribosomes, etc.). Source [4].

e
10 um

F1a. 1.12 — Représentation en fausses couleurs
d’une coupe confocale des filaments d’actine (vert)
et des points d’adhésion focale (rouge) d’une cellule

adhérant sur un substrat. Source [4].

crées dynamiquement par polymérisation/dépolymérisation continue. En réponse a la formation

de liens spécifiques, les membranes cellulaires ont la capacité de se déformer de maniere a créer

une aire de contact qui peut atteindre une surface de quelques microns carrés [29, [122].

Simultanément a la réorganisation membranaire, ’adhésion provoque une concentration ponc-
tuelle [5] de certains récepteurs (points focauxr) dans les régions de contact (Fig. [1.12). Cette
concentration est produite par une diffusion active des protéines et s’accompagne d’une orien-

tation des microfilaments d’actine qui augmentent la rigidité membranaire locale de maniére a

renforcer l'attachement [115].

Mechanial models
ToF livireg cells

Continum Approach

() optical tweezers/laser traps

(f) Nuid shear Now

(@) micropipette uspiration

(d) AFM indentation (&) eyoindenter

F1G. 1.13 — Différentes techniques expérimentales
utilisées dans I’étude mécanique des cellules adhérées

ou en suspension. Source [100].

o Viscodutic models | Biphasic modd |
& 1
el S T { i pmrepmrr prs—,
(€) magnetic iwisting eytometry Corticalahall- Mﬁm, for adherent cells modd for
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{or Nouii drop
modeds)

erythrocytes
Boey e ad, 1598; L1
etal, 2008)

+ Bower L * Teuserity model
srucsanal (Bamencic etal.
dutmping

1996)
* Thnsed cakbe networks
(S

1| g
- Maxwell

F1Gc. 1.14 — Organigramme présentant ’ensemble
des modeéles mécaniques développés relatifs & la mé-

canique cellulaire. Source [100].
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La mécanique du comportement des cellules soumises a une contrainte a été intensément étudiée
[16, [100] expérimentalement (Fig. et théoriquement. Les modeles obtenus sont tres nom-
breux (Fig et dépendent a la fois du type de déformation imposée, mais aussi des échelles
spatiales et temporelles de cette déformation, notamment comparées aux temps et longueurs
caractéristiques de la machinerie cellulaire. Les différentes cellules d’'un méme organisme, bien
que partageant un patrimoine génétique identique, peuvent présenter des réponses mécaniques

tres différentes d’un type a I'autre, et pour un méme type a des ages différents du développement.

Méme si dans certains cas [32], [I55] des modeles de type fluides complexes (visqueux, visco-
élastiques, coeur-peau) sont pertinents dans des cas biologiques réels, il est plus simple pour
le physicien d’avoir recours a des surfaces souples modélisant et simplifiant le comportement
cellulaire. Depuis une trentaine d’année ce sont les vésicules lipidiques qui se sont naturellement

imposées dans les expériences d’adhésion.



Chapitre 2
Mouillage non spécifique

L’étude de I'adhésion de surfaces souples liquides emprunte une grande partie de son formalisme
a celui de la physique du mouillage. Nous rappellerons dans un premier temps les principaux
résultats s’y rapportant. Ensuite, nous discuterons de l'effet 1ié & la présence d’une monocouche
de molécules tensioactives a U'interface sur le phénomeéne de mouillage. Enfin, nous présenterons
les principales données relatives a ’adhésion non spécifique de vésicules lipidiques, d’un point

de vue thermodynamique, puis cinétique.

2.1 Goutte posée sur un substrat

Lorsque on pose une goutte de liquide sur une surface solide [44, 42|, on peut observer deux
régimes d’équilibre distincts : une situation de mouillage partiel, avec un angle de contact fini,

et une situation de mouillage total.

/ Air . . —
p __//\ F1G. 2.1 — Représentation schématique d’une goutte de liquide
/0 Liquide mouillant partiellement un substrat solide. La mouillage est carac-
J Solide térisé par un angle de contact 6 qui est fixé par les interactions
entre les surfaces.

Dans le cas du mouillage partiel, la partie mouillée de la surface est délimitée par une ligne de
contact ou les trois phases se rencontrent : le liquide de la goutte [, la phase continue environnante
v (de I'air en mouillage "classique) , et la phase du substrat solide s.

La forme de la goutte et son angle de contact est fixée par le parametre d’étalement S défini

comme

S = VYsv — Vsl — Vv

ol sy, Vst €t Y1 = ¥ sont respectivement les tensions interfaciales solide/vapeur, solide/liquide

17
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et liquide/vapeur.

L’angle de contact a I’équilibre loin de la ligne de contact est gouverné par la loi de Young-Dupré,

qu’on déduit de I’équilibre local des forces sur la ligne et qui s’écrit comme :
Vsl —’ysv—’)/COSQIO (21)

On exprime le parameétre d’étalement en fonction de I'angle de contact 6 :

S = —y(1 + cos0)

Si S est inférieur & —2+, ’angle de contact est nul et si S est nul, alors le mouillage est total.

Les tensions de surface ~s,, vs €t v correspondent a ’énergie a fournir par unité de surface pour
accroitre l'interface entre les milieux s/v, s/l et [/v respectivement. Les tensions superficielles

des liquides sont d’ordinaire égales & plusieurs dizaines de mJ/m?2.

La détermination expérimentale d’un angle de contact a 1’équilibre montre souvent un hysteresis
di a la présence de défauts chimiques ou physiques auxquels la ligne triple entre les trois phases
s’ancre. Dans le cas de substrats non idéaux solides, ’angle de contact n’est donc pas unique,
et on le caractérise par deux valeurs qui sont 'angle d’avancée et de reculée qui correspondent
aux angles de contacts mesurés lorsque ’on déplace la ligne de contact dans les deux directions

opposées paralléles au substrat.

2.2 Emulsions et mouillage métastable

2.2.1 Description de l’interface des gouttes

Une émulsion est définie comme une dispersion liquide de gouttes présentant une taille carac-
téristique de 'ordre du micron. La métastabilité de la dispersion est assurée par la présence a
I'interface entre les deux phases d’une monocouche de molécules amphiphiles constituées d’une

partie hydrophile et d’une partie hydrophobe.

La modélisation mécanique des films minces (monoucouche, bicouche lipidique, etc.) a été réali-
sée au début des années 1970 [27, 80, 57]. Ces films peuvent étre caractérisés par trois types de
déformation : élongation (Stretching), cisaillement (Shearing) et courbure (Bending), que nous
avons représenté sur la figure Les déformations sont des combinaisons de ces trois défor-

mations élémentaires, dont les classes de symétrie sont différentes : déformation isotrope pour
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I’étirement, déformation & surface constante pour le cisaillement et déformation perpendiculaire

au plan de la membrane pour la courbure.

. F1G. 2.2 — Schéma de représentation des trois

a) T o b)
e

] (b) cisaillement induisant une extension latérale &

modes élastiques de déformation des membranes :

'&&ﬁ (a) cisaillement dans le plan avec variation d’aire,
aire constante, et (c¢) courbure. Source [69].

La densité d’énergie (énergie par unité de surface) d’un film mince peut donc s’écrire comme la

somme de ces trois termes :

~Fﬁlm = FStretching + fShearing + fBending (22)

La densité d’énergie de streching est égale a la tension de surface . La tension de surface

représente ’énergie & fournir pour augmenter 'aire A d’une quantité élémentaire dA.
fStreching =7

La tension de surface d’une émulsion est fixée par la concentration surfacique en molécules am-
phiphiles a 'interface [44]. Lorsque la concentration en tensioactifs dans le volume (eau ou huile)
augmente, la densité de molécules tensioactives a l'interface augmente aussi, ce qui entraine une
diminution de la tension de surface. Au dela d’une concentration appelée Concentration Micel-
laire Critique (CMC), le potentiel chimique de tensioactif reste constant puisque le tensioactif
ajouté en exces s’associe pour former des micelles. Pour des tensioactifs classiques moléculaires
& simple chaine lipophile, la CMC varie entre 107> et 1072 mol/L . La tension de surface de

'interface au dela de la CMC est généralement inférieure & la dizaine de mJ/m? (~ 10 kT /nm?).

Dans le cas ou le tensioactif utilisé est trés peu soluble dans le volume ou si son temps d’adsorp-
tion ou de désorption de I'interface est de 'ordre du temps de déformation de la goutte, on doit
tenir compte d’'un terme d’élasticité dynamique, le module d’élasticité de Gibbs e. En effet en
cas d’augmentation locale de ’aire de l'interface, la densité surfacique en surfactant diminue et
ne peut étre corrigée suffisamment rapidement. Le systéme réagit donc en opposant une réponse
élastique a cet étirement. Dans toutes les expériences que nous avons réalisées, les temps carac-
téristiques d’échanges a 'interface étaient toujours négligeables devant le temps caractéristique

des phénomenes observés.
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La densité d’énergie de cisaillement est obtenue a partir de 'expression de la loi de Hooke :
1 _
fShearing = 5#(12 +1 2_ 2) (23)

oul = (Lyo+ AL)/Lg est le taux d’extension latérale et p le module de cisaillement.
L’interface des émulsions est liquide, donc ce terme peut étre négligé puisque son coilit énergé-

tique associé est nul.

L’énergie de courbure, est liée a des contraintes géométrique et stériques hors du plan dues a la

physico-chimie des molécules adsorbées a 'interface :
1 2
fBending = 5’%([{ - HO) + K/GK (24)

Le terme H = ¢1 + ¢co — ¢1 et ¢o étant les deux courbures principales — est la courbure moyenne
de la membrane et K = cjcy est la courbure gaussienne. La membrane est caractérisée par trois
parametres phénoménologiques : la rigidité de courbure x qui contient tout le détail microsco-
pique de la membrane (rigidité des queues hydrophobes, taille des tétes polaires, natures des
interactions de paires dans le film, etc.), la courbure spontanée Hy liée a la courbure intrinseque
des surfactants, et enfin le module élastique gaussien kg que 'on peut négliger puisqu’il est as-
socié au terme K dont 'intégrale sur la surface de ’objet est invariante tant que la topologie de
la membrane ne change pas (pas de formation de "trous" ou de "poignées"). Les valeurs typiques
du modules de courbure x pour des monocouches de tensioactif [? ], mesurées par des techniques

de diffusion de rayonnement sur des microémulsions ou des micelles sont aux alentours de kT.

2.2.2 Film de mouillage métastable

Si on consideére le cas d’une goutte d’huile qui se dépose sur une surface hydrophobe, un tensio-
actif solubilisé dans la phase continue se mettra a la fois a la surface du solide et a l'interface
de la goutte [49]. L’adhésion de la goutte dépendra alors, en plus des interactions de Van der
Waals classiques, de 'interaction entre les monocouches de molécules amphiphiles adsorbées. Si
ces interactions sont suffisamment répulsives, la goutte ne se déposera pas sur le solide, alors que
si elles sont attractives, on peut envisager un phénomene d’adhésion. La présence d’un angle de

contact sera due a ’existence d’une énergie d’adhésion assez importante pour déformer la goutte.

Contrairement au cas du mouillage classique avec une ligne triple au contact des trois phases en

présence, il y a existence d’un film de phase continue entre le substrat et la goutte. Ce film est
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dans le cas que nous avons évoqué tres similaire a un film de savon formé par deux monocouches
de tensioactifs. Il est métastable, I’état stable correspondant a sa rupture et a la mise en contact

du substrat avec le liquide de la goutte.

-

- L R 3 it Fic. 2.3 — Représentation schématique du
E / - ' N mouillage d’une goutte d’émulsion sur un substrat

Eau - ) 1 P B au " .“‘ 4
£00 . . m solide dans le cas d’existence d’un film métastable

(@) (b) (©) (b) et dans le cas ou ce film est rompu (¢) laissant
Solide Solide Solide

les trois phase en présence au contact.

L’étude des conditions de formation des films et de leur énergie d’adhésion associée a été initiée
par Aronson et Princen, puis approfondie par Poulin et al. & partir de la mesure des angles
de contact entre des gouttes d’émulsions dont ’adhésion est induite par la température et ses
effets sur la solubilité des surfactants dans la phase continue [7, [127]. Une mauvaise solubilité
des surfactants conduit notamment a une adhésion trés importante entre les interfaces couvertes
de maniere a minimiser la surface d’exposition au solvant. Cette solubilité peut étre variée en

changeant la nature des tensioactifs, des phases liquides et la température.

L’utilisation d’émulsions, et notamment le fait que toutes les gouttes ont la méme tension de
surface, permet de réaliser une mesure d’angle de contacts statistique : en microscopie de trans-
mission, les zones de contact entre les gouttes apparaissent comme des films blancs dont il est

aisé de déduire les parametres géométriques.

FI1G. 2.4 — Les zones de contact apparaissent dans le
plan focal du microscope comme des ellipses claires dont
on peut mesurer les parametres géométriques et ainsi me-

surer ’angle de contact entre plusieurs dizaines de gouttes.

Source [127].

La structure du film adhésif est semblable a celle d’une bicouche de tensioactif de quelques na-
nometres d’épaisseur, caractéristique des films noirs de Newton [126]. Les énergies d’adhésion
mesurées sont de 'ordre de kT par tensioactif, soit environ 10° kT pour deux gouttes micromé-

triques.
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2.2.3 Microscopie de la ligne triple

La forme d’une goutte d’émulsion mouillant un substrat est contrélée par un équilibre entre les
interactions attractives dans la surface de contact et I’énergie de déformation de la goutte. Le
processus d’adhésion peut étre formellement séparé en deux étapes : la premiere correspond a
une déformation, énergétiquement défavorable, de la goutte a volume constant conduisant a la
formation de I’angle de contact et & une augmentation de ’aire totale de 'objet. La deuxieme
étape correspond a la mise a I’équilibre du film , le systeme gagnant alors 1’énergie d’interaction

€A ou A est l'aire du film.

La gravité n’intervient pas puisque la taille des gouttes est toujours tres inférieure a la longueur

capillaire [, = /= ou g est I'accélération de la pesanteur et Ap la différence des masses vo-

gAp
lumiques. Avec des valeurs classiques pour des émulsions (y=1 mN/m; Ap=100 Kg.m~3), on

trouve une longueur capillaire de [, = 1 mm.

On a I'habitude de considérer un terme de longueur d’extrapolation (ou improprement longueur
capillaire liée a la courbure) A = \/% qui représente la longueur caractéristique sur laquelle se
fait la jonction entre le film et I'angle de contact macroscopique. Ce terme est implicitement
représentatif de I'importance de ’énergie de courbure dans la déformation de la goutte. Une
application numérique avec les valeurs que nous avons rappelées nous donne une longueur A ~
nm & comparer au rayon des gouttes qui est de 'ordre de plusieurs microns.

Une goutte adhérant sur un substrat peut donc étre modélisée par une sphére tronquée carac-

térisée par un angle de contact 6.

2.2.4 Zone de transition et effets de ligne

La description que donne la loi d’Young-Dupré de I’angle de contact a 1’équilibre suppose que
I’on se situe assez loin de la ligne triple, ce qui assure la discontinuité des tensions de surface

dans ’expression du parametre d’étalement.

En fait, la discontinuité n’est pas physique, et proche de la ligne triple, les tensions varient
continiment [154]. Notamment dans le cas d’émulsions adhésives, la tension de surface passe
de sa valeur dans le film a sa valeur hors du film sur une certaines longueur caractéristique §
du systeme. Elle donne une mesure de la zone de transition a partir de laquelle les surfaces

adhésives commencent a percevoir leurs interactions de surfaces réciproques. Localement, la loi
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d’Young-Dupré subit une déviation, d’autant plus importante que les interactions sont a longue

portée.

Cette zone de transition est localisée le long de la ligne de contact et son influence est propor-
tionnelle au périmeétre de la zone de contact. L’énergie d’adhésion est elle proportionnelle a la
surface du film. L’effet de la zone de transition sur I’énergie est donc négligeable dans le cas de
gouttes dont la zone de contact est grande devant le micron. Formellement, on exprime l'effet
de cette zone de transition par l'existence d’une tension de ligne 7 [J/m], qui a été introduite
par Gibbs comme un analogue de la tension de surface pour un périmetre imaginaire sur lequel
on moyenne toutes les interactions entre les surfaces existant dans la couronne d’épaisseur 6.

Dans le cas ou un effet de ligne existe, la valeur de I’angle de contact dépend de la taille des

gouttes.

La tension de ligne peut étre calculée théoriquement et sa valeur, comprise en valeur absolue
entre 10712 et 10710 J/m, peut étre positive ou négative selon la nature des interactions dans
la zone de transition [47]. Une tension de ligne positive signifie que les effets de bord sont dé-
mouillants, & savoir défavorables a ’accroissement de la taille du film. C’est le cas notamment

lorsque les interactions sont répulsives pres de la ligne de contact.

Des expériences ont été réalisées avec des gouttes liquides sur des supports solides ou sur des
surfaces liquides et il est clair qu’il est malaisé de déterminer cette tension. Il a notamment
été démontré que beaucoup d’effets étaient susceptibles de fausser les valeurs publiées, et bien

souvent de surestimer le terme 7 de plusieurs ordres de grandeurs.

2.3 Cellules et Membranes

2.3.1 Bicouches fluides : Liposomes et Polymersomes

Les liposomes sont des vésicules unilamellaires dont la membrane est constituée d’une bicouche
de lipides. On classe généralement les liposomes en trois classes distinctes correspondant a des do-
maines de tailles différents (quelques dizaines de nanometres, quelques centaines de nanometres
et quelques dizaines de microns). Les plus petites, aussi appelées SUV pour Small Unilamellar
Vesicles, sont commercialement utilisées comme vecteurs thérapeutiques de principes actifs [66].

Seules les plus grosses, les GUV (Giant Unilamellar Vesicles) sont observables en microscopie
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optique, et ce sont donc elles qui sont utilisées dans les expériences d’adhésion.

Les lipides entrant dans leur composition sont des molécules amphiphiles a double chaine ali-
phatique (Cg & Cyg) : leur CMC est trés faible (de 107% & 1071 mol/L respectivement) et
leur courbure spontanée est proche de zéro (Fig. a). En volume, les lipides s’autoassemblent
en bicouches fermées (Fig. [2.6), multiples (phases multilamellaires) ou simples (liposomes). Au
sein d’'une méme bicouche, les parties hydrophobes des lipides se font face alors que les parties
hydrophiles sont dirigées vers le solvant aqueux (Fig. 2.5}a). On trouve dans le commerce une
quantité importante de lipides naturels ou synthétiques, dont certains ont été modifiés de ma-

niere a présenter des ligands de type biotine ou du polyéthylene glycol .

(a) eau (b) eau

eau eau

F1c. 2.5 — (a) Représentation de I’arrangement bi- F1G. 2.6 — Représentation schématique en coupe
dimensionnel des lipides dans la bicouche. Les parties d’un liposome. Source : http://www.ibi.cc/
hydrophobes se font faces alors que les parties hydro-

philes sont dirigées vers le solvant aqueux. (b) Si on

courbe localement la bicouche, la monocouche interne

est en compression alors que la monocouche externe

est en extension. Source [I6, Chap. 5].

Contrairement aux émulsions ol la monocouche d’amphiphiles sépare une phase huile et une
phase eau, une bicouche lipidique sépare deux phases aqueuses (Fig. a). Toutefois, elle est
quasiment imperméable aux molécules de taille moyenne, comme les sucres par exemple, mais
est perméable a ’eau. Il est donc possible de produire des vésicules dont la phase interne et la
phase externe n’ont ni la méme densité ni la méme osmolarité, comme nous le verrons dans la

description des expériences.

Les propriétés de diffusion bidimensionnelle sont semblables pour des protéines ou des lipides
incorporés dans la membrane : dans le cas ou la bicouche est liquide, le coefficient de diffusion

est presque toujours compris entre 1078 et 10~7 cm? /s [63].


http://www.ibi.cc/
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Depuis quelques années, une nouvelle catégorie de structures colloidales vésiculaires autoassem-
blées, les polymersomes, est apparue dans la littérature [46]. Ce sont des liposomes formés par
assemblages de copolymeres diblocs ayant une partie hydrophile (polyéthyléne oxyde ) et une
partie hydrophobe (polyéthylene). L’épaisseur de leur membrane est beaucoup plus importante

que I’épaisseur d’une bicouche lipidique, et leur perméabilité a l’eau tres inférieure.

® A, B
-’ F1a. 2.7 — (A) : Image en microscopie électronique en transmission de
=) é [ polymersomes réalisés par autoassemblage de copolymeres diblocs PS-

PEO. (B) Schéma de structure de la membrane (en haut) et schéma de

s € ( sutructure s’une membrane lipidique classique (en bas). Les épaisseurs
= | sont & ’échelle. Source [46].

2.3.2 Propriétés Elastiques des membranes

Avant de s’intéresser aux nombreux résultats concernant ’adhésion non spécifique des mem-
branes, il faut préciser les différences qui existent avec les émulsions ou les liquides simples dans

I'air du point de vue mécanique et physico-chimique.

Le terme Fgiretching est 1ié a 1'élongation des bicouches lipidiques qui est limitée a de faibles
déformations qui n’exceédent pas quelques pourcents de 'aire totale [I38]. En effet, par compa-
raison avec les monocouches de tensioactifs qui sont toujours en équilibre d’adsorption avec le
volume environnant, il n’existe ni réservoir de lipides coexistant en solution avec les liposomes,
ni d’échanges de lipides entre les liposomes qui permettraient d’accroitre ’aire de la bicouche a
composition constante.

La densité surfacique d’énergie d’étirement dépend de la variation relative de surface par lipide
de maniere quadratique :

1 (AAN? 1 (A-A,)\°
]:Streching = iKa <A) = iKa < Ao ) (25)

K, est le module de compressibilité, et sa valeur est de I’ordre de 0,5 J/m? pour des globules
rouges et de 0,10 J/m? pour des vésicules lipidiques et les polymersomes [50, 112), 107, 45]. Cette
différence s’explique par la présence, dans le cas du globule rouge, d’'un mélange de lipides avec

du cholestérol qui tend a rigidifier la membrane.

L’énergie élastique de cisaillement pur a surface constante (shearing) est négligeable pour des

liposomes lipidiques a température ambiante du fait de leur état liquide. En revanche, dans le
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cas d’une membrane polymeérisée, cristalline ou d’un globule rouge, ce module peut étre plusieurs

ordres de grandeurs plus importante et nous devons en tenir compte [45].

Lorsqu’une bicouche d’amphiphiles est soumise & une déformation a aire constante hors du plan,
la monocouche externe est en extension alors que la monocouche interne est en compression (Fig.
b). Le module de courbure peut s’exprimer en fonction de parametres géométriques et du mo-

dule d’élongation : k = €2 K, /b, oli e est 1’épaisseur de la membrane et b un coefficient numérique.

Les techniques permettant de mesurer le module de rigidité de courbure x sont nombreuses et
peuvent faire appel a une analyse des fluctuations de forme de vésicules quasi-sphériques a ’aide
d’une analyse spectrale microscopique des contours [117], ou & une étude de la réponse élastique
de la membrane a une déformation mécanique créée par aspiration dans une micropipette [95].
Pour des vésicules constituées d’'un méme type de lipide, des polymersomes ou des globules
rouges, ces techniques donnent des valeurs sensiblement équivalentes du module k, autour de
107197, soit de 'ordre de 10 & 20 kT. Pour les cellules, en revanche, les valeurs du module de
courbure sont beaucoup plus grandes et peuvent aller jusqu’a une valeur de 100 kT pour Dic-

tyostelium Discoideum [147].

2.3.2.1 Tension de membrane

D’un point de vue formel, ’enthalpie d’'une membrane est définie par I'intégration de sa densité
d’énergie Frnthalpique = FStreching + FShearing + FBending SUr I’ensemble de sa surface. Dans le
détail des termes dont nous avons discuté dans le paragraphe précédent, il n’apparait pas de
terme de tension de surface au méme titre que dans le cas des monocouches de surfactants pour
des émulsions. Le terme de stretching ne fait apparaitre qu’une composante élastique liée au

module de compressibilité K, de la bicouche.

Il est toutefois possible de définir un terme analogue a une tension de surface, appelé tension de
membrane, dont I'origine physique dépend de deux régimes distincts : I'un enthalpique, 'autre
entropique.

La composante enthalpique est la plus simple a concevoir et apparait dans le cas d’une mem-
brane préalablement tendue : par analogie avec la tension de surface, on définit ognthalpique =

OHA/OAA qui dépend donc de I'élasticité latérale de la membrane en réponse & une variation
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d’aire. Plus précisément, ce terme de tension est lié a 'augmentation de I'aire par téte de lipide

au sein de la bicouche et s’écrit comme :

OEnthalpique = KaAA/A (26)

FIG. 2.8 — Images en microscopie de fluorescence d’un liposome tendu
sans fluctuations (gauche) et d’un liposome sans tension dont la mem-

brane montre des fluctuations thermiques (droite). Source [129].

En fait, une membrane & 1’équilibre ne présente qu’une tension tres faible (~ 10~7 N/m) qui au-
torise l'existence de fluctuations thermiques (Fig. 2.8 causées par les chocs des molécules d’eau
dans lesquelles baigne la bicouche. Ces fluctuations browniennes, dans le cas d’une membrane
sans contrainte extérieure, existent a toutes les échelles spatiales avec une probabilité associée

au module de courbure k.

Lors d’'une mesure du contour d’une vésicule au microscope, les limitations de la résolution
optique font que l'on n’image pas le contour réel de la membrane, mais un contour apparent
projeté sur le contour moyen. L’aire réelle de la membrane est constante, ainsi que son volume,
mais laire apparente varie en réponse & une extension mécanique. On stocke ainsi une aire sous

forme de fluctuations, qu’il est entropiquement défavorable de déplier [65] [81].

La variation d’aire relative d’une membrane soumise & une tension mécanique entre ’aire réelle
et I'aire projetée s’exprime donc par la somme de deux termes :
AA kT a® o
—=—In|—50 |+ — 2.7
A STk m2K K, (2.7)
ol a est la distance entre deux molécules de lipides dans la bicouche (a ~ 5A). Le premier
régime correspond au dépliement des fluctuations et le second & une extension effective de 'aire
par lipide dans la bicouche [50]. Ainsi, contrairement au cas des monocouches de tensioactifs, il
existe pour les bicouches une relation entre la tension de membrane mécanique et l’aire projetée

mesurée expérimentalement.

Il est possible de mesurer la tension d’une vésicule lourde de rayon Ry posée sur un substrat en
utilisant une méthode développée par Puech et al. [128]. Sous l'effet de son poids Apg, fixé par la

différence de densité des phases internes et externes, la vésicule se déforme et sa surface apparente
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augmente. L’équilibre entre la contribution gravitationnelle et surfacique fixe 'amplitude de la
déformation qu’il est possible de mesurer en microscopie interférentielle a proximité de la lamelle

a partir du rayon du méplat a qui s’est formé. La tension peut alors s’écrire comme
R;
o= Apga—2 (2.8)

Cette tension est comprise entre c=10"" et 10~* J/m? pour une vésicule libre.

Au sein d’une population de vésicules de méme taille, toutes n’ont pas exactement le méme
nombre de lipides par unité de surface. Puisqu’aucun échange de lipides entre deux vésicules ne
s’effectue, les vésicules n’ont pas toutes la méme tension a I’équilibre méme si leurs aires proje-
tées sont semblables. Pour des vésicules de tailles différentes que 'on a préalablement gonflées
en augmentant ’osmolarité de la phase interne, la tension varie comme le rayon de la vésicule

au carré [128].

2.3.3 Adhésion de vésicules

L’étude de I’adhésion de vésicules contrdlée par les interactions colloidales non-spécifiques a été
menée & la fois théoriquement et expérimentalement avec succes depuis une trentaine d’années.
Dans La loi de Young-Dupré est généralement applicable si ’on consideére la tension de membrane
de la bicouche a la place de la tension de surface. La caractere variable de la tension de membrane
oblige a séparer les expériences menées en deux grands groupes, suivant si o est controlée par
l'opérateur, par l'intermédiaire d’une micropipette par exemple, ou si o est laissée libre de varier
au cours du processus d’adhésion, ce qui est le cas dans les expériences ou on étudie ’adhésion

de vésicules posées sur des substrats solides en microscopie interférentielle.

2.3.3.1 Etude de I’adhésion par la technique des micropipettes

La technique d’analyse basée sur ’aspiration a tension controlée de vésicules est basée sur des
études réalisées au début des années 60 avec des cellules par Rand et Burton [I31], puis déve-

loppée entierement, théoriquement et expérimentalement, par E. Evans a partir de 1974 [58].

La technique des micropipettes permet de mettre une vésicule en 1égere dépression hydrostatique
par rapport au milieu extérieur dans laquelle elle est suspendue. La micropipette est un fin tube

capillaire en verre, dont le diametre n’excede pas quelques microns, avec lequel on aspire une



2.3. CELLULES ET MEMBRANES 29

(&)

F1G. 2.9 — Trois cas possibles d’adhésion entre une vésicule tenue par une micropipette et une surface adhésive :
le cas (a) correspond au cas d’une vésicule de faible tension adhérant sur une autre trés tendue et ainsi rendue
indéformable ou sur une surface sphérique solide comme une bille de verre. Le cas (b) correspond & ’adhésion
d’une vésicule sur une surface plane, et le cas (¢) & Padhésion de deux vésicules de méme tension et de méme
taille. Source [59].

portion de membrane. La dépression AP est contrdlée par une dénivellation et peut étre aussi
faible que 0,1 Pa.

L’aspiration fait pénétrer une extension tubulaire de la membrane a l'intérieur de la pipette. La
tension de la vésicule est entierement contrélée par la dépression et le diameétre interne de la

micropipette. En effet, I’égalité des pressions de Laplace impose [131] :
1 AP

2| L. 1
TP—I—Rv

(2.9)

Les tensions accessibles communément avec la technique des micropipettes sont comprises entre
1076 et 1073 J/m? [50]. Cette technique a été utilisée pour mesurer la dépendance de Daire
projetée de la vésicule en fonction de la tension de membrane et du module de courbure telle

que nous l’avons reportée a ’équation [2.7]

A Tapproche d’une surface adhésive, les fluctuations thermiques résiduelles permettent de nu-
cléer une zone d’adhésion qui croit jusqu’a ce que I’équilibre mécanique des forces soit atteint.
Cette adhésion induit une augmentation de surface de la vésicule hors de la micropipette et un
raccourcissement de la longueur AL de languette de membrane dans la micropipette. Par un
modele thermodynamique simple, il est possible d’exprimer 1’énergie d’adhésion en fonction des
parameétres géométriques mesurables [59] :

W= —AP(wrg)AAi (2.10)

ou A, est aire de contact entre la vésicule et la surface.

Nous avons représenté sur la figure [2.9] les trois cas possible d’adhésion entre une vésicule tenue
par une micropipette et une surface adhésive : le cas (a) correspond au cas d’une vésicule de

faible tension adhérant sur une autre trés tendue et ainsi rendue indéformable ou une surface
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sphérique solide comme une bille de verre. Le cas (b) correspond & I'adhésion d’une vésicule sur

une surface plane, et le cas (c) a ’adhésion de deux vésicules de méme tension et de méme taille.

F1G. 2.10 — Sur cette figure, deux vésicules sous tension adhérent
avec un angle de contact macroscopique 6. La loi d’Young-Dupré
s’applique et on peut écrire 1’énergie d’adhésion comme W = o (1 —

cos @). Source [123].

Il est possible d’exprimer une relation entre 1’énergie d’adhésion W et 'angle de contact ma-
croscopique 0 de type Young-Dupré en remplacant la tension de surface + par la tension de

membrane o [51] :

W =o(1—cosb) (2.11)

Dans le cas des membranes, I’angle de contact n’est pas unique puisque la tension de membrane

peut étre variée par I'expérimentateur en modifiant la valeur de la dépression.

La technique des micropipettes est une technique quantitative de mesure : & partir d’'une mem-
brane, il est possible a la fois de caractériser totalement sa réponse élastique, et ensuite en fixant
la tension, de mesurer I’énergie d’adhésion sans parametre ajustable. Cette technique a permis
de mesurer ’énergie d’adhésion entre des vésicules de DMPC et de SOPC, cette derniére étant
de l'ordre de W,oq = 1072 J/m? [51], 55], ainsi que I'effet de I'introduction d’un polymeére hydro-
phile inerte dans la solution qui permet d’augmenter cette énergie d’adhésion d’un facteur 10

grice aux interactions attractives de déplétion qu’il génére [56].

L’existence de fluctuations thermiques de membrane nécessite la prise en compte d’une interac-
tion stérique additionnelle, répulsive, et a longue portée par rapport aux interactions de solva-
tation. La dépendance de cet interaction répulsive en fonction de la distance intermembrane h
s’exprime comme 1/h2, & comparer avec les interactions attractives de Vand der Waals en 1/h?
entre deux spheres dont le rayon est grand devant h.

Parsegian et Evans [62], [114] ont montré la présence d’une répulsion pour une distance inter-
membrane de 2 a 3 nm dans le cas de vésicules formées de lipides neutres, qu’ils ont attribué
a ces fluctuations. De plus, il a été montré qu’exercer une tension latérale sur les membranes

favorisait leur adhésion mutuelle [143].



2.3. CELLULES ET MEMBRANES 31

2.3.3.2 Etude de ’adhésion de membranes sur des substrats solides

L’étude de I’adhésion d’objets souples sur des surfaces solides a été en partie rendue possible
par 'utilisation d’une technique de microscopie interférentielle, la RICM, mise en ceuvre pour
la premiere fois par Curtis en 1964 pour visualiser les contacts focaux de cellules adhérentes sur

du verre [36].

La microscopie de contraste interférentiel en réflexion (Reflection Interference Contrast Micro-
scopy) est basée sur 'exploitation des franges d’interférences d’égale épaisseur (anneaux de
Newton) localisées sur la lamelle de verre et causées par la proximité de deux dioptres optiques
formés par la surface de 'objet et la surface de la lamelle. Le faisceau incident monochromatique
(Fig. [2.11]) caractérisé par un angle d’incidence 6 et une intensité I, se réfléchit partiellement a
I'interface verre/eau (I1) et la partie transmise se réfléchit a 'interface eau/objet (I2). L’objet
a étudier est caractérisé par un certain profil géométrique dans le plan perpendiculaire au plan
focal que l'on note h(z). Ce profil induit une différence de marche entre les faisceaux I et I

telle que 'intensité des franges d’interférence suivant ’axe x s’écrit :

1(0) =L+ 1Ih+2\/111 COS[2k‘h(ZL‘) cosf + 5]

avec k = QTTF le nombre d’onde de la lumiere incidente et § un décalage de phase causé par la

réflexion a l'interface eau/objet. En regle générale, I'indice des objets (lipides) est supérieur a
celui de 'eau (n3 > n2), donc ce terme est égal a .

Nous avons représenté sur la figure les franges et leur profil obtenues par Radler et al. en
RICM d’une bille de verre sphérique de diameétre de 16 microns [I32]. L’utilisation d’une source
incohérente et d’un objectif avec une grande ouverture numérique modifie le profil en atténuant

les ordres d’interférence lointains.

La figure [2.13| représente 'image en microscopie de contraste interférentiel de la zone de contact
d’un liposome adhérant sur un substrats de verre [3]. L’exploitation des premiers ordres d’in-
terférence permet de remonter au profil de la membrane proche de la ligne de contact sur une
hauteur de 'ordre du micron. Pour peu que 'on ait acces a plusieurs ordres, la reconstitution
du profil est fidele et précise, a 'exception de la distance entre la membrane et le verre qui ne
peut pas étre déterminée de maniere absolue, a cause de la difficulté de calibrer correctement les
intensités en fonction de tous les parametres en présence (épaisseur de la membrane, etc.) et a la
courbe des variations du cosinus qui n’est pas bijective a proximité de la lamelle [I33]. Plusieurs

améliorations expérimentales ont été apportées de maniere & pouvoir mesurer 1’épaisseur avec
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Verre
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F1G. 2.11 — Schéma de principe de la technique de Fic. 2.12 — Pour une bille de verre de 16um de
RICM : On image sur la lamelle les interférences pro- diameétre située a une distance h de la lamelle, on a
duites par la proximité avec la surface inférieure de représenté sur le courbe du bas le profil radial d’in-
I'objet & étudier. L’illumination s’effectue en lumiere tensité des franges d’interférences. Source [133].

monochromatique pour augmenter le contraste.

une précision de 'ordre du nanometre, mais aucune n’est vraiment aisée a mettre en ceuvre.
La premiere consiste & déposer une couche nanométrique de MgFy sur les lamelles de verre de
maniere a corriger les indices des dioptres et ainsi rendre la fonction cosinus bijective entre 0
et 100 nm par l'ajout d’un décalage de phase [I33]. La plus simple & utiliser a été réalisée tres
récemment, et propose de connaitre la hauteur en comparant les profils d’interférences obtenus
a deux longueurs d’ondes distinctes : la mesure du décalage entre les pics permet de remonter a

la valeur de 1’épaisseur recherchée [140].

F1G. 2.13 — Gauche : Image en RICM de la zone de contact d’une

vésicule fortement adhérée sur un substrat. L’ordre zéro correspond

5(0) [m)

a la surface de contact, et on voit les premiers ordres des franges

d’interférence. — Droite : Reconstitution expérimentale du profil
o 1000 2000 3000 4000 R . . , , . .
R a partir des franges d’interférence, et détermination de l’angle de

contact 6 et de la longueur capillaire A. Source [3].

Nous avons représenté sur la figure le profil d'un liposome adhéré sur une lamelle , laissant
apparaitre un angle macroscopique de contact 6 a 1’équilibre. Comme dans le cas des émulsions
adhésives, on peut définir une longueur d’extrapolation A\ = \/g associée a ’existence d’un mo-

dule de courbure non nul et a la tension de membrane [3].
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Cette adhésion induit un surcroit de tension liée a "augmentation de ’aire projetée de la vési-
cule : nous avons représenté sur la figure I’évolution cinétique de la tension de membrane
dans le cas de vésicules adhérant sur une surface fonctionnalisée par de la caséine biotinylée [37,
p. 115].

Si on considere des valeurs moyennes de tension de membrane et de module de courbure on
obtient des valeurs de la longueur d’extrapolation allant de A=100 nm a 1 pum . Cette longueur

d’extrapolation varie en fonction de la tension et donc de ’angle de contact.

F1G. 2.14 — Gauche : Représentation schématique d’une vésicule
adhérant sur un substrat avec un angle de contact macroscopique 6.
— Droite : Schéma agrandi de la zone de contact, qui fait apparaitre

une longueur d’extrapolation A qui dépend de la valeur relative de

la tension de membrane par rapport au module de courbure. Source

31-

L’étude de la forme a 1’équilibre de vésicules adhérant par des interactions de Van der Waals,
réalisée en RICM statique par Rédler et al. [134], montre que les fluctuations de membrane
sont atténuées dans la zone de contact mais qu'une rugosité subsiste. Une étude dynamique des

fluctuations permet de mesurer I’ensemble des parametres élastiques de la membrane.

28 F1G. 2.15 — Evolution de la tension de membrane avec le temps au
cours de ’étalement de deux vésicules sur une surface biotinylée. La

tension n’est pas constante et son augmentation est exponentielle.

104 > ~—r

1 ° temps (s)mn = Source [37, p. 115].

La résolution analytique de la forme d’une vésicule adhérant sur un substrat en fonction de
Pénergie d’adhésion avait été traité par Seifert et Lipowsky en 1990 [142] dans la limite d’une
énergie d’adhésion infinie (ou d’un module de courbure tendant vers zéro), mais ce n’est que
trés récemment qu’'un traitement tenant compte de ’ensemble des parameétres élastiques de la

membrane a été réalisé par Tordeux et al. [153].

L’étude expérimentale de I’adhésion de vésicules géantes produite par des interactions électrosta-

tiques a été réalisée par Nardi et al. [109} [110] entre des vésicules portant 1% de lipides chargés
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positivement et des bicouches supportées par du verre contenant 10% de lipides chargés néga-
tivement. En fonction du pH de la solution (Fig. [2.16}a), les vésicules présentent deux modes
d’adhésion différents : le premier montre une zone de contact homogene, et I’énergie d’adhésion
respecte la loi de Young-Dupré; la seconde montre en revanche ’existence d’une transition de
phase des lipides de la vésicule, qui induit la formation de zones fortement adhésives ou les
membranes sont tres proches et de zones moins adhésives nommées blisters. Les réarrangements
entre les lipides des deux membranes sont facilités par le fait que les lipides sur le verre peuvent
diffuser dans le plan de la lamelle. Dans ce dernier cas, la loi de Young-Dupré n’est plus vérifiée,
et la transition de phase survient alors que 1’énergie d’adhésion est beaucoup plus grande que la

tension nécessaire pour lyser la membrane.

m
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F1a. 2.16 — Gauche : Tmages RICM d'une vésicule négativement chargée adhérant sur un substrat plan liquide de
charge positive : on voit I’apparition de zones plus sombres qui correspondent a des distances intermembrane plus
faibles. Il y a séparation de phase entre les lipides négatifs liés et les lipides neutres comportant des polyéthyléne
glycol & une extrémité. Source [110]. — Droite : Cinétique de croissance d’une zone de contact entre une vésicule et
une surface de verre de charges opposées. La cinétique trés rapide s’explique par une compétition entre 1’étalement

et la dissipation visqueuse dans le film de phase continue. Source [10].

La dynamique de mouillage induit par des interactions électrostatiques a été étudiée par Bernard
et al. en microscopie d’ondes évanescentes [L0], entre une vésicule légérement chargée négative-
ment et un substrat de verre sur lequel on a préalablement adsorbé de la poly-L-lysine qui est un
polyélectrolyte positif. L’évolution du rayon de contact avec le temps (Fig. b) a une Crois-
sance exponentielle qui fait intervenir trois temps caractéristiques associés a des phénomenes
distincts : le premier correspond au temps nécessaire pour que la vésicule rentre en contact
avec le substrat et initie son adhésion. Ce temps dépend des interactions répulsives associées
aux fluctuations et au temps nécessaire pour drainer le liquide de ’espace entre la membrane

et le verre. Le deuxiéme temps caractéristique est lié au mouillage proprement dit, et sa valeur
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est de 'ordre de la cinquantaine de millisecondes. Un modele classique tiré de la dynamique de
mouillage de liquides simples permet de retrouver le temps caractéristique en ne considérant que
la dissipation visqueuse dans le coin de membrane qui avance. Cette premiere phase de mouillage
s’effectue a volume constant, et a la fin de cette deuxieme phase, le tres faible exces d’aire est
résorbé et la membrane se retrouve sous tension. Enfin, le troisiéme temps caractéristique, de

l’ordre de la seconde, est lié a I'ouverture de pores et a la diminution du volume de la vésicule.
)
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Chapitre 3

Ajout de Ligands et Adhésion
Spécifique

Dans ce chapitre, nous n’allons pas présenter 1’ensemble des (nombreux) travaux théoriques et
expérimentaux traitant de ’adhésion d’objets colloidaux souples induite par la formation de
liens ligand-récepteur. Pour les études thermodynamiques, nous nous sommes limités a trois cas
distincts : le premier concerne ’adhésion de billes élastiques d’agarose , la seconde concerne
I'adhésion de vésicules étudiées par la technique des micropipettes et la derniére ’adhésion de
vésicules posées sur des substrats. Pour ce dernier cas, nous ferons un point sur les expériences

de cinétique de croissance de zones de contact.

3.1 Adhésion de billes d’agarose

Avant de s’intéresser a ’adhésion d’objets déformables dont la surface est liquide, rappelons
tout d’abord les résultats quantitatifs obtenus dans I’étude de ’adhésion de billes élastiques de

polymeére induite par des interactions de type biotine-streptavidine.

Moy et al. ont étudié en microscopie de contraste interférentiel 'adhésion de billes d’agarose
présentant de 'iminobiotine a la surface sur des lamelles de verre fonctionnalisées par de I’avidine
[108]. La mesure d’énergie d’adhésion entre les billes et le substrat est déduite d’une approche
JKR [88] validée dans le cas d’une adhésion non spécifique sur une lamelle de verre chargé (Fig.
a). L’énergie d’adhésion W est connue sans parametre ajustable, a partir de la mesure du

module d’Young K du gel d’agarose et de la connaissance du rayon de la bille R et du rayon de

37
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F1c. 3.1 — Représentation de la variation du rayon de contact
en fonction du rayon de la bille pour les expériences d’adhésion
de billes d’agarose fonctionnalisées par de I'iminobiotine sur des

substrats de verre présentant de la streptavidine. Le comporte-

Contact Radius (pum)

ment est parfaitement décrit par un approche JKR d’adhésion

0% T T T l
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de particules élastiques. Source [108].

Bead Radius (um)

contact p déduit de l'ordre zéro des franges d’interférences de Newton :

K

L’iminobiotine & la particularité de prendre en fonction du pH une forme chargée et une forme
neutre. Sachant que l'avidine se lie exclusivement a la forme neutre, la constante d’association

entre I'iminobiotine et I’avidine dépend contintiment du pH de la solution [76].

Dans cette configuration ou ni ligands, ni récepteurs ne peuvent diffuser a 2D, I’énergie d’adhé-
sion W est proportionnelle au logarithme de la constante d’association K, des couples pour les

constantes d’association supérieurs & 10~7 M~'. On a donc

W o log K, — — ArGiminobiotine—Avidine (3.2)

kT
L’énergie d’adhésion est donc proportionnelle a I’énergie de liaison entre I'iminobiotine et I’avi-
dine, ce qui est conforme avec les prévisions théoriques. Toutefois, il n’est pas possible d’aller plus
loin dans ’exploitation de la constante de proportionnalité, notamment a cause de la rugosité
des surfaces qui rend difficile la caractérisation des densités des ligands et récepteurs accessibles

a la réaction.

3.2 Adhésion Spécifique et Micropipettes

L’ensemble des développements théoriques concernant les expériences d’adhésion avec des mi-
cropipettes ont été développées par Evans dans les années 1980 [51], [59] 55l [56]. Toutefois, peu

d’expériences ont été réalisées dans le cadre de ’adhésion causée par la présence de couples
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ligand-récepteur. Les expériences de micropipettes ont connu des développements expérimen-

taux plus poussés dans le cadre de la BFP et 1’étude de liens spécifiques uniques [52].

Des les premiers papiers décrivant la technique (1985), E. Evans avait soulevé le probléme de
la modélisation correcte du rapport entre ’énergie d’adhésion et la présence de liens ligand-
récepteur [61, 60]. En effet, s’il est clair que la loi de Young-Dupré s’applique sans équivoque
dans le cas de deux vésicules adhérant par des interaction de Van der Waals ou de déplétion, ce
n’est pas toujours le cas dans le cas d’'une adhésion causée par l'existence de liens discrets car
ceux-ci peuvent se répartir de maniere inhomogene dans la zone de contact et modifier substan-

tiellement 1’énergie de détachement.

La condition de continuité reste valide dans le cas de liens ayant une énergie de liaison faible.
Dans ce cas, la loi d’Young peut étre appliquée, et un moyen de vérifier cette hypothese consiste
a faire varier la tension de la vésicule de maniere croissante puis décroissante et a tracer la
variation de 1’énergie calculée par la loi d’Young. Si les courbes se superposent, la condition de

continuité est respectée [61, [124].

F1G. 3.2 — Image en contraste de phase (a) et
en épifluorescence (b) de deux vésicules adhérant
par des liens biotine-avidine. On voit sur la photo
de gauche l'existence d’un angle de contact macro-

scopique et sur la photo de droite une accumula-

tion d’avidine fluorescente dans la zone de contact.
Source [111].

Noppl-Simson et Needham [ITI] ont montré que dans le cas de adhésion de deux vésicules li-
pidiques par des liens biotine-avidine fluorescente, on observe une augmentation de fluorescence
dans dans la zone de contact par rapport a la zone hors contact. Cette différence de densité en
avidine s’explique par la mise a 1’équilibre chimique a 2D des ligands et des récepteurs, rendue

possible par le caractere liquide des surfaces.

Ce caractere liquide des surfaces impose 9} [43] que I'expression de 1’énergie d’adhésion entre les
membranes ne soit pas liée a I’énergie de liaison entre ligands et récepteurs, mais uniquement a

la différence de pression osmotique a 2D entre les couples L/R dans la zone de contact (I';,) et
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Biotin  PEG600
(a) /
T T .
bead T T vesicle
Streptavidin

F1G. 3.3 — Etude par la technique de micropipettes de ’adhésion entre
une vésicule et une bille de verre induite par des interactions faibles entre
des bases d’ADN. Le faiblesse des liens formés permet d’effectuer un
traitement statistique puisque la température laisse le loisir au systéme

d’atteindre son équilibre. Source [124].

les ligands et récepteurs hors de la zone (T'yyy) :
W = (Tip, — Toue)XT (3.3)

Cette relation a été vérifiée sous une forme plus générale par Pincet et al. [124] dans le cas d’une
vésicule adhérant sur une bille de verre par des interactions attractives et relativement faibles
(de Vordre de quelques kT) entre les bases d’ADN (Fig. [3.3). Bien que les ligands placés sur
la bille de verre ne puissent pas diffuser a la surface de la bille, la réversibilité des échanges
causée par la faiblesse des interactions autorise d’assimiler formellement ce cas expérimental au
cas de deux surfaces liquides. La température du milieu laisse au systeme le loisir de trouver
sa configuration thermodynamique. L’approche retenue par les auteurs fait intervenir un calcul
microcanonique des configurations accessibles aux récepteurs présents sur la vésicule. Moyennant
I'ajustement d’un parametre géométrique relatif a la taille des sites réactifs, les énergies entre
les bases déterminées par ces expériences sont en tres bon accord avec les valeur rapportées par

ailleurs.

3.3 Vésicules sur substrats plans

L’étude thermodynamique de ’adhésion de vésicules sur des substrats plans a été réalisée sur
des lamelles de verre ou était déposée une bicouche de lipides donnant aux ligands incorporés
des propriétés diffusionnelles proches de celles dont ils disposent dans une membrane libre. Les
vésicules sont composées de lipides classiques, de lipides fonctionnalisés par une partie poly-
éthylene glycol et de lipides fonctionnalisés par un récepteur du ligand de la lamelle. Le réle du

polyéthyléne glycol est de simuler la répulsion du glycocalyz cellulaire [3, 25, 26].
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Nous avons évoqué dans notre chapitre sur les bicouches leur propriété de n’étre perméable qu’a
I’eau. L’intérieur des vésicules est rempli d’une solution aqueuse d’un sucre de maniere a avoir
une densité plus importante que celle de la phase continue et ainsi spontanément se poser sur la
lamelle. Toutefois, on s’arrange pour que la pression interne des vésicules ne soit pas trop impor-
tante et que leur membrane présente des fluctuations. En effet, ces dernieres sont un frein a la
formation du premier contact si elles sont de trop grande amplitude, mais elles sont nécessaires

pour 'amorcage d’une adhésion spontanées des ligands.

Les expériences montre une coexistence (Fig. de deux zones d’intensités différentes, dont
I’analyse des fluctuations indique qu’elles se situent & des distances différentes du substrat. Elle
correspondent & des zones d’adhésion forte, ou la membrane de la vésicule est tres proche de la
membrane supportée (quelques nanometres) , et a des zones d’adhésion faible ot la membrane
montre des fluctuations de plus grande amplitude (de l'ordre de 10 nanometres). Ces distances
ne sont pas mesurées absolument, puisque la techniques RICM classique ne le permet pas, elles
sont déduites de 'amplitude des fluctuations qui donnent un bon ordre de grandeur de la dis-

tance recherchée.

L W/
()
IS ITHRIL AT

F1a. 3.4 — Gauche : Image en RICM d’une vésicule adhérant sur un substrat avec formation de zones de contact

de forte adhésion (noir) et de faible adhésion (gris). Source [25]. — Droite : Les zones de forte adhésion correspondent
a des zones concentrées en couples ligand-récepteur alors que les zones de faible adhésion correspondent & une

forte concentration en polymeres répulsifs. Source [26].

On caractérise la libre diffusion des polyéthyléne glycol a la surface de la vésicule par une pression
osmotique bidimensionnelle II, a I'origine d’une répulsion entropique qui s’oppose a I'adhésion
des membranes. La prise en compte de cette répulsion supplémentaire, associée aux interactions

ligand-récepteur et aux interactions DLVO classiques mene a I'existence d’un potentiel global
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d’interaction entre la vésicule et le substrat plan présentant deux puits de profondeur et de

distance différentes [26].

Le premier puits (Fig. , situé a quelques nanomeétres et relativement profond, correspond
aux zones d’adhésion forte ou les liens spécifiques se localisent. Le second puits, situé a une
dizaines de nanometres, correspond aux zones d’adhésion faible. Son existence est liée a 1’équi-
libre entre les répulsions entropiques et I’attraction de Van der Waals. Dans ces zones, seuls les
polyéthylene glycol sont présent. On assiste donc a une séparation de phase bidimensionnelle

médiée par ’adhésion et la présence d’un gaz de polyéthyléne glycol a la surface de la membrane.

D’un point de vue théorique, on trouve un nombre d’articles trés important disséquant 1’en-
sembles des termes intervenant dans 1’écriture correcte du potentiel d’interaction pour calculer
Iénergie d’adhésion effective entre les surfaces (cf. I'introduction de [148]). Les difficultés d’inter-
prétation proviennent en partie du fait que les modeles de fluctuations d’Helfrich ont été réalisés
pour des vésicules en volume sans tension de membrane or dans les cas que nous avons décrits,

les vésicules ont une tension et sont proches d’une paroi.

3.4 Cinétique

Boulbitch et al. ont étudié la cinétique de croissance du rayon de contact de vésicules portant des
peptides RGD comme ligands et du polyéthylene glycol [20]. Les ligands sont complémentaires
des intégrines adsorbées physiquement sur la lamelle de verre et ne peuvent ainsi pas diffuser.
Nous avons représenté sur la figure [3.5}a une série d’images typique de ces expériences : comme
on peut le voir, la vésicule adhére faiblement au substrat (al) méme en I’absence de liens spé-
cifiques. La membrane de la vésicule adhérée présente des oscillations d’amplitude moyenne (~
10nm) qui permettent la formation d’un premier contact, non nécessairement centré (a2, fleche).
Puis la zone d’adhésion forte croit petit a petit jusqu’a occuper la surface initiale en contact

avec la lamelle.

La loi de croissance varie en fonction de la densité de ligands sur la vésicule. Pour des densités
faibles, la diffusion des ligands de la zone non adhérée a la zone adhérée est le phénomeéne limi-
tant et le rayon de contact de la zone de forte adhésion croit comme p(t) oc t1/2,

Pour des densités de ligands fortes, la croissance de la zone de contact est limitée par la réaction

entre RGD et intégrines au sein d’un volume réactionnel défini par une étroite bande sur le bord
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de la zone adhérée, dont la largeur est associée aux fluctuations thermiques les plus probables
de la membrane. Si les densités des ligands et des récepteurs libres ne varient pas en amont du

front d’adhésion, ce dernier se déplace a vitesse constante et le rayon de la zone de contact croit

comme p(t) o t.

F1G. 3.5 — Images en RICM de la cinétique d’éta-
lement de vésicules lipidiques extraits des travaux de
Boulbitch et al. (haut) et Cuvelier et al. (bas). Dans
les images du haut, la vésicule est déja adhérée par des
interactions non spécifiques. Dans les images du bas,

la croissance s’effectue de maniere isotrope. Source

20} 138].

De leur coté, Cuvelier et al. ont étudié la cinétique de croissance du rayon de contact de vési-
cules [38] composées d’une fraction de lipides biotinylés saturés par de la streptavidine a leur
surface et adhérant sur des surfaces de verre fonctionnalisées soit par une monocouche de PEG-
3400-Biotine , soit par une monocouche de caséine biotinylée. Dans les deux cas, la densité en
biotine sur la lamelle est de 3.10* ym~2 . Nous avons représenté sur la figure b une série
d’images montrant ’évolution de la zone de contact au cours du temps. Contrairement au cas
précédent, la vésicule n’adhere pas du tout a la lamelle en ’absence de liens biotine-streptavidine
et la croissance de la zone de contact s’effectue de maniere parfaitement isotrope a partir de son

centre.

Pour le cas des lamelles fonctionnalisées par du PEG-3400-Biotine , la loi de croissance de I’angle
de contact varie en fonction de la densité en streptavidine sur les gouttes. Si cette densité est
faible, on retrouve la loi de type 8(t) oc t'/2 liée & une limitation par la diffusion des espéces. Si
maintenant cette densité est 100 fois supérieure, la loi de croissance de ’angle est une loi expo-
nentielle associée a une compétition entre I’étalement de la goutte et une dissipation visqueuse
dans le film dont la constante de temps n’excede pas quelques secondes. Contrairement aux expé-
riences de Boulbitch et al. , la présence de PEG-3400-Biotine rend la réaction tres rapide devant
le temps caractéristique de dissipation visqueuse associée a 1’étalement, ce qui explique que la

cinétique ne dépende pas de la constante cinétique de réaction entre la streptavidine et la biotine.

Lorsque les lamelles sont couvertes par de la caséine biotinylée, la variation de densité de strep-
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tavidine n’a aucune incidence sur la loi cinétique de croissance qui s’exprime comme 6(t) oc t2/7.
Seule une petite fraction des streptavidines présentes dans le film adhérée est fixée effectivement
a de la biotine, le reste étant condensé a 2D. Les liens se forment sur le bord du film adhéré et
la cinétique de croissance, limitée par la réaction, fait intervenir & la fois un temps de réaction
bidimensionnel (tg ~ 1500 s) qui reflete le manque de mobilité des ligands sur le verre, ainsi
q'un terme d’efficacité de réaction qui prend en compte la géne stérique associée a la présence

de streptavidine non liée.



Deuxieme partie
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T IOus avons dans la partie précédente de ce manuscrit résumé de maniere succincte les prin-
cipaux résultats obtenus expérimentalement dans le domaine de 'adhésion de particules

colloidales souples et liquides induite par des interactions non spécifiques ou spécifiques.

Les membranes lipidiques fermées sont un matériau de choix dans la modélisation de 'adhésion
cellulaire : facilement réalisables en grande quantité, parfaitement liquides vis-a-vis des pro-
priétés de diffusion a la surface, I'essentiel de leurs propriétés mécaniques ont été décrites et
mesurées. Ces surfaces sont caractérisées par un module de courbure important lié a la structure
de la bicouche, et par une tension de membrane mécanique associée a la différence entre une

aire optiquement accessible et I'aire réelle fixée par le nombre de lipides.

Toutefois, 1'utilisation de liposomes comporte intrinseéquement deux inconvénients. Le premier
concerne la tension : si cette derniere est laissée libre, comme dans les expériences d’adhésion de
vésicules sur substrat, la croissance de I'aire de contact la fait augmenter de maniere significative.
Le second inconvénient tient au fait que la fonctionnalisation des liposomes ne se caractérise pas
aisément. Trop fragiles pour étre caractérisés en cytométrie de flux, trop polydisperses en taille
pour utiliser des méthodes de mesure moyenne, la densité de ligands a leur surface est déduite
des proportions de concentrations des différents lipides en volume. Comme peu d’échanges de
lipides s’effectuent entre les liposomes d’un méme lot, rien n’assure que la densité de ligands

entre deux liposomes de méme taille soit la méme.

A cause de ces deux limitations, il est tres difficile d’effectuer des mesures statistiques d’angle
de contact dans les expériences ou la tension est fixée par le processus d’adhésion, ainsi que
d’obtenir des résultats réellement quantitatifs en dehors de cas limites (densité tres faible ou

tres forte) expérimentaux.

Nous avons présenté les expériences de mouillage entre des gouttes d’émulsion provoqué par
des changements de solubilité des tensioactifs dans la phase continue. Ces études ont notam-
ment montré, au dela de la physique des films métastables, la possibilité d’effectuer des mesures
d’angles de contact sur de nombreuses gouttes simultanément grace au fait que toutes ont les
méme propriétés de surface. La tension de surface qui les caractérise est une propriété intrin-
seque du film, et sa valeur grande devant les tensions de membranes typiques interdit la présence
de fluctuations thermiques telles qu’on peut les observer sur les bicouches. Sans rentrer dans

les détails, nous avons dans le tableau suivant consigné les propriétés physiques comparées des
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émulsions et des liposomes.

Les expériences que nous allons réaliser nécessitent la mise au point et la caractérisation de deux
substrats : les gouttes d’émulsions et les substrat solides complémentaires. Nous avons représenté
sur la figure suivante un schéma de principe de la configuration d’expérience :

— les gouttes d’émulsions sont fonctionnalisées par de la biotine dont la densité de surface est
notée ngot' Sur cette biotine est fixée de la streptavidine, fluorescente notamment, a une
concentration I'Y,. Cette streptavidine est mobile dans le plan de l'interface.

— les substrats sont des lamelles de verre sur lesquelles nous avons fixé un mélange de polyéthy-
léne glycol et de polyéthylene glycol -biotine de densité Féi of-

Le couple ligand-récepteur que nous avons choisi est le couple biotine/streptavidine : la constante

d’affinité des deux espéces et leur énergie de liaison associée, ainsi que la grande quantité de

littérature s’y rapportant ont guidé notre choix.

Propriété Emulsions Vésicules
Physique

Fixée Variable = f(A,)
Tension ~mN/m ~ puN/m
Courbure Kk ~kT k > 10kT
Surface Variable Fixée + 5%
Elasticité Nulle K,
Extrapolation A ~nm A~ pm




Chapitre 1
Emulsions Fonctionnalisées

La fonctionnalisation est une opération qui consiste & lier deux ou plusieurs entités (molécules
ou particules) de maniére a former un complexe qui ait les propriétés combinées de tous ses com-
posants. Des composés naturels (protéines, molécules biologiques) ou synthétiques (particules
colloidales, fluorophores) peuvent étre chimiquement associés de maniére a obtenir des produits

uniques aux caractéristiques bien controlées.

Le développements des méthodes de fonctionnalisation de surfaces colloidales par des especes
biologiquement actives comme les anticorps suit de pres, depuis une quarantaine d’années, les
progres des techniques de dosage analytique dont le principal champ d’applications commer-
ciales et cliniques concerne I'immunodétection [72] : 'interaction spécifique d’un anticorps libre
ou fixé sur une surface avec une espece chimique en solution permet de détecter et quantifier
cette derniere. La grande fiabilité et la sensibilité de certains tests fait que ceux-ci sont aujour-
d’hui utilisés en routine dans des applications biomédicales courantes (tests de grossesse, dosage
d’hormones, VIH, etc.).

Si I'on ne s’intéresse qu’a la fonctionnalisation de particules colloidales par des especes biochi-
miques comme des protéines , il existe a priori deux voies distinctes pour y arriver : la premiere
est I’adsorption physique, et la seconde consiste a former une liaison chimique covalente. Sur
la comparaison entre adsorption ou greffage covalent et leur efficacité relative, les références ne
manquent pas [72, p. 131]. En effet, I'activité d’une protéine, un anticorps par exemple, peut
se trouver réduite quand elle se situe proche d’une surface, notamment a cause de dépliements

causés par des interactions hydrophobes avec la surface dans le cas de ’adsorption, ou parce

49
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que le greffage covalent oriente dans le mauvais sens la protéine et sa zone réactive. La seule
conclusion que Pon peut retenir est quaucune généralisation n’est possible. A chaque couple
surface/protéine et a chaque application sa regle propre. Toutefois, la durée de vie d'une espéce
biochimique & la surface d’une particule (solide) sera en général plus grande dans le cas du

greffage que dans le cas de 'adsorption.

Les protocoles de chimie organique (dont beaucoup sont réalisables en phase aqueuse) relatifs a
la fixation covalente d’especes biochimiques diverses et variées sur des surfaces sont trés nom-
breux et maintenant bien établis, y compris commercialement [83]. Ce sont de certains d’entre

eux dont nous nous inspirerons pour nos travaux.

La fonctionnalisation de liposomes s’effectue a partir de I'incorporation de lipides, soit déja por-
teurs du groupement voulu [I58], soit chimiquement modifiés de maniére & pouvoir tout d’abord
former les vésicules, et ensuite fixer la molécule voulue in-situ [94]. Pour les émulsions en re-
vanche, qui sont notamment tres utilisées dans I'industrie pharmaceutique comme vecteurs de
drogues, la fonctionnalisation s’effectue sur les surfactants qui sont incorporés dans la phase

continue ou dispersée avant la fragmentation [157].

La voie de fabrication des émulsions que nous avons choisie nous permet de fabriquer un lot de
quelques dizaines de grammes de gouttes calibrées. Dans ces conditions, il nous est impossible
d’incorporer avant fragmentation des tensioactifs modifiés par les molécules que nous voulions
voir a la surface, notamment en raison du prix des molécules biochimiques. Nous avons donc
opté par une voie de greffage covalent in-situ a l'interface des gouttes micrométriques déja frag-

mentées.

Dans les applications pharmaceutiques qui font intervenir I'injection de gouttes nanométriques
d’émulsions par voie intraveineuse, on utilise souvent des huiles végétales, et notamment 1’huile
de soja [I51]. Les raisons sont diverses : une excellente biocompatibilité qui est essentielle, et
une composition qui donne des suspensions d’une tres grande stabilité. En effet, les huiles de
soja sont composées d'un mélange de mono-, di-, et triglycérides & chaines longues (Cig, Cig),
de phospholipides (la lécithine) dont la proportion peut atteindre 20% de la masse totale et de
résidus acides non estérifiés a ’état de traces. Sans méme ajouter de tensioactif, une huile de
soja fragmentée dans ’eau forme une émulsion dont la stabilité n’est pas médiocre, a cause de

Paction conjointe des lécithines et des triglycérides qui sont des molécules amphiphiles [33].
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C—OH EDAC, sSNHS C—NH &l
NH. — —*
+ PB +Tw20 + MES +Tw20
pH=7,3,20mM pH=5,3,20mM

F1G. 1.1 — Schéma de principe de la méthode de fonctionnalisation de la surface des gouttes d’émulsion par de
la biotine puis de la streptavidine. La ligation de la biotine s’effectue de maniere covalente par la création d’une
liaison peptidique en phase aqueuse en utilisant un agent de couplage de type carbodiimide. Le pH est optimisé

dans les deux cas de maniére & maximiser efficacité des réactions en jeu.

Nous avons choisi, pour nos gouttes d’émulsion, de les fonctionnaliser par de la streptavidine
fluorescente qui peut librement diffuser & l'interface, afin pour pouvoir observer sa répartition
pendant le processus d’adhésion. L’adsorption de la streptavidine a la surface s’étant révélée
infructueuse, nous avons choisi une voie de fonctionnalisation en deux étapes faisant interve-
nir une biotine aminomodifiée (Fig. . L’huile de soja non raffinée utilisée pour formuler
les émulsions contient une petite fraction d’acides gras libres, dérivés polyinsaturés de ’acide
oléique CH3(CH2)7;CH=CH(CH32)7COOH dont le pKa est de 'ordre de 5 (Fig. [1.2). Dans des
conditions de pH appropriées (neutre ou basique), les groupements carboxyliques sont ionisés
et se présentent a l'interface. La premiere étape consiste donc a former une liaison peptidique
par l'intermédiaire d’un agent de couplage de type carbodiimide entre les groupements carboxy-
liques et 'aminobiotine. Dans un deuxieme temps, on ajoute dans la solution de la streptavidine

fluorescente qui se fixe a 'interface spontanément grace a sa forte affinité avec la biotine.

FIG. 1.2 — Les huiles de soja sont composées d’un mélange
Acide Oléique 18:1

de triglycérides, d’une fraction de phospholipides et de traces

d’acidité dite libre, c’est-a-dire des acides gras, insaturés, qui

Acide Linoléique 18:2

_ _ ne sont pas esterifiés. On trouve de ’acide oléique 18 :1, lino-
H

léique 18 :2 et linolénique 18 :3. Ces acides se dégradent au

Acide Linolénique 18:3 : Oméga < N 4
W\/\/\/\io contact de 'oxygene et de la lumiére et forment des cétones
H

volatils qui donnent une odeur rance trés caractéristique.
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1.1 Reéalisation d’émulsions monodisperses

Toute dispersion liquide métastable résulte d’un processus d’émulsification. L’émulsification est
le procédé de préparation des émulsions dont le but est d’obtenir, a partir de deux liquides non
miscibles, une dispersion de gouttes fines d’un des liquides dans I'autre. Ceci implique donc la
déformation, puis la fragmentation d’une goutte en plusieurs autres gouttes plus petites (Fig.
Lol

@—»@—»oooo

Déformation Fragmentation

F1G. 1.3 — Une goutte de viscosité interne 74 soumise & un gradient de cisaillement dans une phase continue de

viscosité 7. s’allonge puis se divise en plusieurs gouttes de taille inférieure.

La déformabilité d’une goutte d’émulsion est caractérisée par sa pression de Laplace P = 2vy/R
ou v et R sont respectivement la tension de surface entre les deux liquides et la taille de la
goutte a fragmenter. Plus la pression de Laplace est élevée, moins la goutte est déformable.
Cette goutte est soumise a la contrainte visqueuse imposée par le cisaillement p = ncf ou 7, est
la viscosité de la phase continue et £ le gradient de cisaillement appliqué. On peut définir une

grandeur adimensionnelle, le nombre de Weber (ou nombre capillaire), par :

n kR
W, = & = TEF (1)

We quantifie la compétition entre le cisaillement qui tend a déformer la goutte et la pression de
Laplace qui tend a préserver sa forme sphérique. Théorie et expérience montrent qu’en régime

crlthue

de cisaillement laminaire, la fragmentation de la goutte a lieu quand W, > W On peut

donc exprimer le rayon des gouttes les plus petites obtenues pour un cisaillement donné comme

R > Wyeritiawe — 7775 (1.2)

critique
W

La terme est un coefficient qui dépend & la fois du ratio entre les viscosités Z—d et du
c

type de cisaillement appliqué.

De nombreuses techniques d’émulsification ont été développées dans les laboratoires et dans I'in-

dustrie, dimensionnées pour des volumes allant du microlitre au litre, et permettant de produire
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des gouttes allant de quelques centaines de nanomeétres a plusieurs dizaines de microns [14]. Nous
avons choisi d’utiliser la méthode développée par Mason et al. [I05] utilisant un processus de

fragmentation en phase concentrée dans une cellule de cisaillement dite de Couette (Fig. [1.4)).

w ¢ Rotating cylinder (rotor)
o

Sheared emulsion

Fixed cylinder (stator)

Premixed emulsion

F1G. 1.4 — Schéma de principe de I’appareil de fragmentation par

cisaillement dans une cellule de Couette que nous avons utilisé :

Pentrefer est de 100 pum et la vitesse de rotation de 250 rpm. A
Syringe pump
droite nous présentons la photographie d’'un premix et une émulsion

fragmentée avec cet appareil. Source [103].

La premiere étape de la réalisation de I’émulsion consiste a mélanger trés grossierement, a la
spatule, I'huile de soja (Sigma-Aldrich Ref : S7381) a une phase continue aqueuse contenant
15%,y,/m de tensioactif Synperonic PE/F68 (Uniqema) et 2%,,, /,, d’Alginate de Sodium HF120L
(Sigma-Aldrich Ref : 180947). Le tensioactif Synperonic est un copolymere tribloc formé de deux
branches polyéthylene glycol et d’une branche polypropyléne glycol hydrophobe[104]. L’alginate
de sodium est incorporé a la phase aqueuse de maniére a augmenter sa viscoélasticité pour fa-
voriser la fragmentation ultérieure [I03]. L’utilisation de cet appareil de fragmentation oblige
a travailler avec un volume total assez important, soit 40g de suspension. La fraction finale en
huile est de 75%,,,/,,, (soit 30g), donc les gouttes sont toutes au contact comme on peut le voir

sur la photographie de gauche de la figure [T.4]

Ce prémélange (Premiz), dont la taille des gouttes est de l'ordre de la vingtaine de microns, est
ensuite cisaillé dans une cellule de Couette (fabriquée par la société TSR) constituée d’un rotor
et d’un stator cylindriques et coaxiaux, séparés par un faible entrefer e = 100um . Cet entrefer
permet d’appliquer un cisaillement spatialement homogene et des contraintes tres élevées. En
travaillant avec un gradient de cisaillement 5 = % = 5200 s~!, on obtient une émulsion dont le
diametre moyen est de l'ordre de 4 & 5 microns avec une polydispersité (équivalente au coefficient
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de variation) de l'ordre de 15%.

Bien souvent, il subsiste une population plus ou moins importante de petites gouttes (diameétre
inférieur au micron) apres la fragmentation. Ces gouttes ont soit été formées pendant la réalisa-
tion du prémélange, soit apparaissent lors de I’étape dans la cellule de Couette comme satellites
de fragmentation. Pour les éliminer, nous avons choisi d’utiliser une méthode par décantation
en phase diluée : les petites gouttes restent browniennes et ne créement pas (la densité de 1'huile
est inférieure a celle de I'eau), a la différence de celles que nous voulons récupérer. L’émulsion en
sortie de Couette est diluée de maniere a ce que la fraction massique en huile soit de 'ordre de
5% /m et la fraction massique en tensioactif soit de 1%, /m Dour éviter les phénomenes d’agré-
gation par deplétion [I3]. La suspension ainsi diluée est introduite dans une ampoule & décanter,
dans I'obscurité, jusqu’a ’obtention d’une créme surnageante que 1’on récupere. Cette étape de
décantation doit étre renouvellée tant que la phase surnageante n’est pas limpide, signifiant qu’il
n’y a plus de tres petites gouttes dans la suspension. Enfin, la créme, dont la fraction massique
est de 60%,, /m st aliquotée dans des tubes en verre puis stockée a 'abri de la lumiere dans un

incubateur & une température de 11°C.

1.2 Caractérisation des Gouttes d’Emulsion en FACS

Sans rentrer dans les détails techniques que nous préciserons ultérieurement, nous avons vu que
la fonctionnalisation des gouttes par de la streptavidine s’effectue en plusieurs étapes. Toutes
les étapes de chimie ou de fixation non covalente nécessitent, au dela de la réaction chimique
en elle méme, de nombreux changements de phase continue a des pH différents. Les émulsions
étant par essence métastables, rien n’indique a priori quelle sera I’évolution de la distribution

de taille de I’échantillon au fur et & mesure que le protocole est appliqué.

De plus, la chimie que nous effectuons utilise les traces d’acidité libre que ’on trouve dans les
huiles végétales. Or, nous fonctionnalisons la surface sur des molécules dispersées en volume.
On pourrait donc s’attendre, puisque les lots sont légerement polydisperses, a greffer moins de
biotine sur les petites gouttes que sur les grosses pour une méme réaction. Il faut donc étre

capable de quantifier la densité de streptavidine sur les gouttes en fonction de leur taille.

Enfin, les lots d’émulsion que nous fonctionnalisons sont de trés petit volume (quelques centaines
de microlitres pour 10® gouttes & peine), il nous faut trouver une méthode de caractérisation

qui consomme le moins de produit possible pour pouvoir pour une méme lot greffé effectuer la



1.2. CARACTERISATION DES GOUTTES D’EMULSION EN FACS 55

description compléte des parametres physico-chimiques a fixer pour optimiser les protocoles.

Nous avons résumé en quelques lignes dans 'annexe A les techniques classiques de mesure de
distribution de taille et de dosage biochimique de particules colloidales. A part la FFF, qui est
apte a séparer une population polydisperse de particules en fractions de taille égale, toutes les
techniques (diffusion, fluorimétrie, etc.) permettent de remonter au parameétre voulu pour les
particules a partir d’'une mesure moyenne sur toute une population. Elles sont donc incapables
de résoudre notre problématique qui est de caractériser des échantillons qui peuvent étre poly-

disperse, ou du moins qui peuvent le devenir, avec une résolution a I’échelle d’une goutte.

La technique de cytométrie en flux est tres utilisée dans les laboratoires de biologie et en re-
cherche clinique hospitaliere. Elle est I’achévement le plus abouti des efforts mis en ceuvre depuis
plus d’un siecle dans le domaine de la cytologie, science qui étudie les propriétés internes et ex-
ternes de cellules vivantes provenant d’un extrait corporel (ex. : sang, tissus cancéreux, etc.) et
de son automatisation. La cytologie s’intéresse par exemple au dénombrement et a 1’étude des
différentes cellules portées par le sang, dans le but de diagnostiquer des anémies plus ou moins
séveres. La description des différences de métabolisme entre une cellules saine et une cellule
malade s’effectue souvent par la comparaison d’expressions protéiques particuliéres ou par la

comparaison entre des parametres physiques généraux de ces cellules (forme, granulosité, etc...).

Elle a été utilisée pour caractériser le contenu fluorescent d’émulsions doubles au seins desquelles
des réactions biochimiques étaient réalisées [79) [11], mais aucune description théorique dans ce
cas n’a été réalisée et certaines des interprétations des signaux récupérés sont erronées. Cette
technique mesure des parametres optiques (diffusion et fluorescence) de particule d’un échantillon
donné qui circulent une par une dans la chambre de mesure. C’est, nous le verrons, la technique

idéale pour nos applications.

1.2.1 Généralités sur la cytométrie en flux
1.2.1.1 Présentation du cytomeétre en flux

Sil’on s’intéresse uniquement au cas du sang, les techniques classiques de cytologie ont commencé
a étre mise en ceuvre vers la fin du XIXe siecle et font quasiment toutes appel a une observation
microscopique manuelle. La méthode la plus courante, encore rencontrée de nos jours dans des

salles de culture de cellules, fait apparaitre un hématocytometre : il s’agit d’une cellule de micro-
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scopie astucieusement quadrillée, dans laquelle on a injecté un échantillon de sang dilué quelques
dizaines de fois. Le comptage des différentes especes cellulaires s’effectue a la main, ce qui nous
laisse penser qu’il est difficile de prendre en compte plus de 500 individus semblables. Si avec
cette méthode nous voulons maintenant avoir une estimation précise de cellules que ’on trouve
en plus faible quantité dans un volume donné, nous voyons que ce nombre est limité par la loi de
Poisson, ce qui peut induire un coefficient de variation bien souvent supérieur & 30%. De plus,
outre des différences de forme, parfois difficilement visibles suivant la taille de ’objet regardé,
certaines anémies on un effet sur la couleur des cellules qui peut étre tres ardu de détecter et

qui augmentent encore ’erreur sur la mesure.

Parallelement au développement de méthodes microscopiques, I’essor de la chimie organique a
la méme période a permis le développement des techniques de coloration de cellules, notamment
par la synthése de molécules colorantes ayant une affinité spécifique avec telle ou telle partie
d’une cellule donnée (synthese de la fluoresceine : 1880 ; Pappenheim). Aujourd’hui la coloration
des cellules ou de certaines de leurs parties est effectuée par I'utilisation d’anticorps fluorescents

dont le principe date d’une soixantaine d’années [34].

Vers le milieu des années 1970, le cytometre prend sa forme moderne (Fig. [1.5)), avec 'avene-
ment et la démocratisation du laser et de I'informatique : les cellules circulent dans une gaine
microfluidique et le cytometre mesure pour chacune d’entre elles deux parametres de diffusion

de lumiere et des intensités de fluorescencdl

1.2.1.2 Fluidique :

Dans un cytometre en flux, les cellules a étudier sont suspendues dans un liquide et circulent une
& une dans une chambre de mesure (Fig. [L.5}a). Pour confiner les particules dans la partie centrale
de la chambre et pour étre certain de ne considérer que la mesure d’un objet isolé a chaque fois,
I’échantillon de départ est dilué in-situ par un systeme de focalisation hydrodynamique faisant
intervenir un fluide dit de gaine de méme type mais de vitesse différente (Fig. a).

Historiquement, 1’idée d’utiliser le couple fluide de gaine-fluide porteur a été mise en oeuvre en
1947 par Gucker et al. lors de la création d’un compteur de particules : les bactéries étaient

suspendues dans l'air et confinées par I'utilisation d’une gaine d’air filtré.

'Le site internet du Département de Cytométrie de I’Université de Purdue (Indiana, USA) distribue des
informations exhaustives sur la technique de cytométrie en flux. On y trouve notamment des support de cours,

des logiciels, des images... : http ://www.cyto.purdue.edu/
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Au sein de la cellule de mesure, ’écoulement n’est pas stationnaire, et ne prend un profil de
Poiseuille que quelques centimetres plus loin. Toutefois, on peut considérer que la portion de
fluide ou sont centrées les cellules a un profil hydrodynamique parabolique.

(a) Fluide Porteur (b)
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F1a. 1.5 — Représentation schématique (gauche) du systéme de focalisation hydrodynamique qui permet de
séparer les objets a étudier et (droite) du systéme optique d’illumination et de mesure des deux parametres de

diffusion ainsi que des intensités de fluorescence.

1.2.1.3 Optique :

Bien avant la démocratisation de la forme stable et commerciale des premiers cytometres en flux
modernes, vers le milieu des années 1970, plusieurs tentatives utilisant des approches différentes
ont été menées pour détecter et classer les cellules d’un échantillon donné. Les probléemes qui se
sont posés alors étaient essentiellement d’ordre instrumental, puisqu’il fallait des lampes puis-
santes et homogenes, des détecteurs sensibles et des techniques numériques d’automatisation.
Dans ces trois domaines, les progres de la physique du solide dans les semi-conducteurs a partir
des années 1950 ont permis 'utilisation du laser, des détecteurs de type photomultiplicateur ou
photodiode, et bien évidement de 'outil informatique. Toutefois, malgré les moyens rudimen-

taires, plusieurs avancées ont été possible :

Dans les années 1930-1940, Casspersson a déterminé la composition de cellules vivantes en acides

nucléiques et en protéines par des mesures d’absorption a 260 nm et 280 nm sans toutefois dis-
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criminer ARN et ADN . Monté sur un microscope a grande ouverture numérique (>0.85), un
microspectrophotometre mesurait la lumiere absorbée par chaque cellule présente sur une la-
melle de microscopie. Dans certains cas, des mesures précises ont été possibles en limitant la
lumiere diffusée par 'immersion des cellules dans un milieu isoindice. Cette méthode a permis
de montrer en 1938 que lors de la mitose, la quantité d’ADN et d’ARN doublait ; respectant
la stoechiométrie de la transformation. La preuve que ’ADN est le vecteur de 'information
génétique sera apportée en 1944 par Avery et al. [§].

Quelques années plus tard, apres la deuxieme guerre mondiale, ’essor des techniques numé-
riques a permis des développements dans le traitement informatique des données visuelles dans
le but de classer et compter les différentes cellules d’un échantillon. Outre des problemes d’ordre
informatique (mémoire, rapidité), ces méthodes se sont heurtées a des problémes biens moins
évidents a résoudre qui tiennent au fait qu’une méme cellule passe par un continuité d’états avec
le temps, continuité qui ne peut étre prise en compte par des descriptifs discrets comme la forme

ou le nombre de lobes.

Enfin, en 1953 Crosland-Taylor [35] a repris le systéme fluide de gaine-fluide porteur mis au point
par Gucker, et lui adjoignit un systeme de microscopie de fond noir. Les cellules du sang étaient
comptées en considérant la lumiere diffusée lorsqu’elles circulaient devant la lampe. Un peu
plus tard, au début des années 60, Louis Kamentsky construisit le Rapid Cell Spectrophotometer
(RCS) qui mesurait a haute vitesse I’absorption des cellules a différentes longueurs d’onde, et qui
était capable de donner une représentation multi-parameétre d’un échantillon donné. Kamentsky
avais tiré parti des derniers progrés matériels et logiciels pour un appareil qui était destiné a la

classification et a la détection de cellules cervicales anormales.

Ces deux derniers exemples sont les précurseurs de la cytométrie moderne, qui se caractérise
par la mesure de plusieurs parametres de diffusion de lumiere et de fluorescence (remplacant
avantageusement la coloration chimique) et la possibilité de représentation et de traitement sta-
tistique des données. L’appareil de Kamentsky était de plus capable de trier les cellules suivant un

critere donné, ce qu’il est bien évidement possible d’effectuer avec les cytometres les plus évolués.

L’illumination des particules circulant dans un cytomeétre en flux actuel [144] est effectuée par
un ou plusieurs faisceaux laser a différentes longueurs d’ondes (Fig. b), ce qui permet de
travailler avec plusieurs fluorophores avec une sensibilité constante. Les particules diffusent dans

toutes les directions de I’espace, et ’appareil mesure et enregistre ces valeurs de diffusion et de
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fluorescence a une fréquence allant de quelques centaines d’événements a plusieurs dizaines de

milliers par seconde.

L’intensité de la diffusion vers ’avant est mesurée par une photodiode a faible ouverture nu-
mérique d’entrée et muni d’un point aveugle pour arréter le faisceau incident. Pour ne pas étre
géné par la lumiere de fluorescence émise, on place sur le chemin un filtre passe-bande qui ne
conserve que la composante de diffusion quasi-élastique.

La diffusion sur le coté est récupérée par un objectif a huile placé a 90° et doté d’une grande
ouverture numérique (n.a.=1.2). Le demi-angle collecteur est donc d’environ 53°.

Le signal de fluorescence est acheminé par une série de miroirs vers chaque canal de fluorescence
correspondant & un maximum de longueur d’onde d’émission. Il est possible d’inclure dans le
logiciel de traitement des parameétres de compensation intercanaux qui permettent de comparer

les valeurs de fluorescence entre elles.

Le canal de récupération de la fluorescence est le méme que celui de récupération de l'intensité
diffusée sur le coté. Pour un méme lot de particules, le besoin en sensibilité concerne surtout
la fluorescence. C’est la raison pour laquelle on utilise un objectif de microscope de grande

ouverture numérique.

1.2.1.4 Histogrammes et Diagrammes de Points

Les valeurs de diffusion et de fluorescence de chaque particule circulant dans la cellule de détec-
tion (un événement) sont enregistrées par un logiciel spécifique. Pour des raisons historiques, le
format le plus courant (FCS 2.0) distribue les valeurs enregistrées sur 256 niveaux. Des logiciels
permettent aujourd’hui de travailler avec des valeurs numérisées sur 1024 niveaux. Ces valeurs

enregistrées peuvent étre représentées sous différentes maniéres.

La premiere et la plus évidente des représentations est la représentation par histogramme de
fréquence d’événements. Nous avons représenté sur la figure (Fig. gauche) Thistogramme de
fréquence de diffusion sur la coté d’une population de cellules sanguines. Les trois types de cel-
lules apparaissent a des intensités de diffusion différentes et il est possible d’effectuer des calculs

statistiques sur ces populations.

Les autres représentations sont les diagrammes de points (dotplots) multiparametres (en général
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deux) qu’il est possible de tracer a partir des multiples données (diffusion, fluorescence) enregis-
trées pour chaque particule de la population. En effet, sur la figure (Fig. gauche), il peut étre
difficile de séparer les populations si les pics des histogrammes se recouvrent. On préférera alors
représenter le signal de diffusion sur le coté en fonction du signal de diffusion vers 'avant (Fig.

dmite) et les populations de cellules apparaitront comme des nuages de points bien distincts.
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F1G. 1.6 — Gauche : Histogramme de diffusion sur le coté pour un échantillon sanguin. On isole trois populations
d’intensités de diffusion différentes. — Droite : Représentation biparametre de l'intensité de diffusion sur le coté en

fonction de celle vers 'avant. Dans ce cas, les populations de cellules apparaissent comme des nuages homogenes.

1.2.2 Caractérisation d’émulsions par cytométrie en flux
1.2.2.1 Introduction

L’aspect des diagrammes de diffusion des cellules sont souvent des nuages de points qui refletent
la relative monodispersité en taille et de forme des populations étudiées. Nous avons représenté
sur la figure gauche deux populations d’émulsion de méme formulation (huile de soja d’in-
dice nyy ~ 1,475 mais de distribution de taille différente : celle de gauche est le prémélange
avant cisaillement au Couette, celle de droite est I’émulsion apres cisaillement que nous allons
utiliser dans les expériences d’adhésion. Sa taille moyenne est de I'ordre de 4 microns pour une
polydispersité mesurée au Malvern MasterSizer de 15%. La premiere fois que nous avons mesuré
le diagramme de diffusion de ces deux populations, nous avons été étonné tout d’abord par le
caractere continu des courbes obtenues (Fig. gauche). Au dela de Paspect élégant de la forme
de la courbe, on voit de plus que le diagramme de diffusion de 1’émulsion monodisperse (bleu)

suit le diagramme de diffusion de I’émulsion polydisperse (rouge) tout en ayant une extension
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plus courte. Notons que le nombre de gouttes utilisées pour réaliser une diagramme est minime :
10000 en tout pour une description statistique correcte. Cela correspond a un volume de 0.1 uL

d’une émulsion a une fraction volumique de 5%.

Les mesures de taille en cytométrie cellulaire ou bactérienne classique ne sont pas aisées, a cause
de la variabilité des objets étudiés. On peut en général avoir une mesure relative, mais en aucun
cas absolue de la distribution de taille. En revanche, les cytometres sont tres efficaces a la fois
pour la mesure de fluorescence, mais aussi pour connaitre la fluorescence d’une sous-population
déterminée par utilisation des fonctions de gating. Les gouttes d’émulsion ont ’avantage d’étre
parfaitement sphériques et une population donnée, méme polydisperse, contient toutes les tailles
d’objets. Les montages optiques des cytometres sont trés précis et de bonne qualité, et se prétent
assez bien a une intégration numérique de la lumiere diffusée telle que la prédit la théorie de Mie,
moyennant la connaissance de certains parametres géométriques tels les ouvertures numériques

des détecteurs [I].

Nous avons donc cherché a exploiter complétement le diagramme de diffusion dont ’extension est
représentative de la polydispersité, pour ainsi avoir une méthode de caractérisation des émulsions
unique, qui permet a la fois la détermination de la distribution de taille et de fluorescence de la
population globale non pas a partir d’'une mesure moyenne, mais a partir de la moyenne de la
mesure de taille et de fluorescence de chaque objet de la population. C’est a notre connaissance
la seule méthode qui permet de résoudre a 1’échelle d’une goutte, simultanément, une mesure de

taille et une mesure biochimique pour des particules colloidales.

1.2.2.2 Théorie de Mie et Montage Optique

Pour peu que les objets restent sphériques lorsqu’ils passent devant le laser, la théorie de Mie
nous permet de connaitre exactement la valeur des signaux élémentaires de la lumiere diffusée
[17]. Pour obtenir la réponse compléte du cytometre, il faut intégrer ces signaux élémentaires en
considérant a la fois les divers éléments optiques sur le chemin de la lumiere diffusée, mais aussi
les ouvertures numériques des détecteurs (Fig. dmite). Les chemins optiques de détection
des signaux de diffusion sont relativement peu complexes, toutefois il a été difficile d’obtenir les
informations techniques nécessaires de la part du fabricant.

Nous avons utilisé sur le BD Facscalibur le laser a 488nm qui est une source ponctuelle, dont la

polarisation est fixée de maniere a étre parallele au flux hydrodynamique de I’échantillon. Cette
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polydisperse (a) réalisée a la spatule et dont la taille des gouttes d’échelonnent de 1 & 30 microns (rouge), et un
échantillon monodisperse (b) dont la taille moyenne est de l'ordre de 5 microns (bleu). On peut remarquer que
si les courbes ont le méme profil, celle correspondant au lot monodisperse & une étendue plus petite. — Droite :
Adapté de [IT), p. 62]

direction permet d’augmenter la sensibilité de la mesure dans le cadre d’une étude d’objets
axisymétriques mais non sphériques (bactéries, etc.) qui s’alignent dans le sens du flux et donc

parallelement & la direction de polarisation.

La lumiere diffusée vers I’avant est détectée par une photodiode précédée d’un filtre de maniere a
ne mesurer que l'intensité a 488 nm. Pour éviter d’étre aveuglée par la lumiére incidente, un ob-
turateur de faible ouverture numérique est fixé devant la photodiode que ’on sait axisymétrique.
emin

On caractérise cette derniere par deux ouvertures numériques : Tor ~ 0, 7° pour 'obturateur
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et 0}’1&” pour le bord externe de la photodiode.

La lumiere diffusée sur le coté est récupérée par un objectif a huile dont ’angle d’ouverture est de
Omaz = 52.38° puis son intensité est mesurée par un photomultiplicateur. Sur le chemin optique
en sortie de I'objectif, la lumiere est réfléchie par une séparatrice a angle de Brewster 90/10 puis
fitrée & 488 nm. Cette lame réfléchit 10% de la lumiere diffusée ayant la méme composante de
polarisation que le faisceau incident. Le reste de la lumiere est transmis pour étre ensuite filtré

et mesuré en tant qu’intensité de fluorescence.

_
Quand une particule de rayon r, est éclairée par une onde électromagnétique E et de

longueur d’onde A = 488nm et de pulsation w se propageant suivant l'axe z, la relation entre

: o = [ Es : o = [ By oo
l'onde diffusée E et I'onde incidente E; peut s’écrire :
Ey 1

Ey, :eik(er) Sy 0 Ey; (1.3)
Ey —ikr "\ 0 8 ) \ Eu .

ou Ej et E, sont respectivement les composantes paralleles et perpendiculaires au plan de

diffusion. S7 et Sy sont les éléments de la matrice d’amplitude de diffusion. Dans le référentiel

attaché au vecteur de diffusion, on peut écrire :

ik(r—=z)
_)S _° - )_(zEZ avec X = (S9 cos gi))?”s + (S1sing)e€ L
—ikr

Dans le cas de la lumiere diffusée vers 'avant, I’axe z est un axe de symétrie, donc ’expression de
I’intensité s’écrit comme l'intégrale sur le détecteur, défini par les angles 0}’?? et 9}’;‘?, du module
du champ diffusé. Comme nous ne connaissons pas les intensités réelles ni les correspondances
de gains des détecteurs, on considere un terme o, homothétique qui tient compte de tous ces

termes de proportionnalité.

2 op 1
Ipg = ”ng” /emm §(Sf+522)sin6d9 (1.4)
for

Les angles d’ouverture de la photodiode 0%@" et O}’j)iw dépendent des spécifications de chaque
instrument, ainsi que des réglages de mise en service et ne nous sont pas accessibles. Nous savons

juste que 9?})@” ~ 0,7 et que 3° < 9}'};’” < 10° et nous devrons donc les ajuster numériquement.
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Pour calculer la valeur de Igg et puisqu’il n’y a pas dans ce cas d’axe de symétrie, 'intégration
doit se faire sur les angles (6, ¢). Si on suppose que la section du détecteur est circulaire, alors

la relation en 6 et ¢ s’exprime comme

. sinf
¢ = arcsm(,im (1.5)
sin 0,,in
L’angle 0,4, est donné par I'expression de 'ouverture numérique (n.a. = nggss SinOpqq) de

Iobjectif collecteur et vaut 0,4, = 52.38°. La lumiere diffusée traverse une séparatrice a angle
de Brewster, donc seule la composante parallele au flux de I’échantillon (suivant € ), est réfléchie

et mesurée. En considérant 1a encore un parametre d’intensité a;qe :

. E""eside E+¢(9)
Igg = O‘S;de /2 /2 X € |2 sin 0d0do (1.6)
k2 Jz 0. J5-0(0)

side

avec

])_()?;EF = |S5|% cos? ¢ cos? @ + |S1|? sint ¢ + (5257 + S7.S3) cos? ¢ sin® ¢ cos 6 (1.7)

Dans les équations précédentes, pour obtenir une simulation correcte de la courbe Iss(Ipg),
plusieurs parametres doivent étre considérés comme des variables & ajuster, du fait qu’ils sont
soit totalement inconnus (afor et ougide), soit grossierement déterminés (9}’2@” et HJ’FO‘;I) Pour
obtenir une plus grande précision, nous avons choisi de considérer I’indice des objets n,; comme
une cinquieme variable d’ajustement. Dans le reste du document, nous ne donnerons pas expli-
citement les valeurs d’ajustement oy, et agiqe, celles-ci dépendant des réglages des détecteurs
qui peuvent varier d’une journée d’expérience a l'autre. Nous avons de plus fait le choix de

normaliser les intensités diffusées sur 1024 canaux comme le fait un appareil réel.

Nous avons représenté sur la figure gauche les intensités de diffusion Isg(r,) et Ips(rp)
pour une population de gouttes dont le rayon varie de 0 a 4000 nm (le diametre varie de 0 a
8 microns). Les courbes représentées ont été obtenues en prenant pour parameétres ajustables :

;Z?f =0,716", 9}'})‘? = 3,954° et ny;; = 1.468. Les parameétres angulaires sont cohérents a la fois
avec les spécifications générales de ’appareil et avec des spécifications plus précises obtenues du
constructeur. L’indice ajusté est proche de l'indice réel de I'huile de soja que nous utilisons. La
courbe de diffusion vers 'avant Ipg(rp) en rouge est non monotone alors que la courbe Igg(r})
I’est. Cette non monotonie est liée au fait que la longueur d’onde du laser est petite devant la

taille des gouttes.
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F1G. 1.8 — Gauche : Représentation de I'intensité de diffusion vers 1’avant (rouge) et sur le coté (bleu) en fonction
du rayon des gouttes (nm) calculée & partir de I'intégration de I'intensité élémentaire ssuivant les caractéristiques
optiques du cytometre. La diffusion vers ’avant est clairement non monotone. Les parameétres de calcul de cette
courbe sont les parameétres ajustés aux données réelles : G%T =0,716", 0%,," = 3,954° et nyy = 1.468. — Droite :
Superposition de la courbe Iss(Irs) pour les mémes parameétres d’ajustement avec une courbe de mesure. La

courbe est similaire a la courbe expérimentale.

Nous donnons des parametres ajustables avec une précision de 3 chiffres apres la virgule, ce qui
peut sembler excessif, notamment pour I'indice de réfraction de I’huile. Dans le cas classique de
la diffusion statique de la lumiere telle qu’elle est utilisée par des appareils comme le Malvern
Mastersizer, une précision de 'indice de deux chiffres apres la virgule est largement suffisante. Il
faut encore une fois noter que les techniques de diffusion statiques sont des techniques de mesure
en moyenne : dans notre cas, un changement de la troisiéme décimale de I'indice implique une
modification substantielle du signal de diffusion. En effet, en cytométrie, nous voulons ajuster
une courbe continue pour des gouttes dont la taille varie de moins de un micron a dix microns :

cela nécessite une précision plus grande sur les parametres.

Quand le cytometre est utilisé avec des particules biologiques, leur ratio d’indice vis-a-vis du
milieu de suspension est treés proche de 1. Ce sont donc des objets trés peu diffusants, malgré
leur relative grande taille (une cellule a un diametre typique de 10-20 microns). L’interprétation
communément admise des signaux de diffusion consiste a associer la diffusion vers 'avant a la
taille des objets et la diffusion sur le coté a leur "granulosité" ou plus exactement leur forme.

Dans notre cas, c’est exactement 'inverse. La diffusion sur le coté est monotone en fonction de
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la taille, ce qui n’est pas le cas de la diffusion vers ’avant.

Pour trouver les parametres qui donnent le meilleur ajustement, nous avons choisi comme va-
riable & minimiser la distance totale de la courbe calculée a la courbe de diffusion mesurée. Pour
chaque point de mesure, nous avons considéré le point calculé le plus pres, déterminé par la rou-
tine de calcul dont l'illustration graphique est donnée par la figure [I.9] Sur la figure [I.8} droite,
nous avons superposé la courbe simulée Iss(Ipg) précédente (points bleus) avec une courbe

réelle (points rouges) mesurée pour la population de gouttes polydisperses.

A

—>

FI1G. 1.9 — Représentation schématique du calcul de la dis-
tance élémentaire entre chaque point de mesure A; et les
points de la courbe ajustée C;. En gris, nous avons souli-
gné 'ensemble des points de mesure qui sont les plus proches

d’une point ajusté dont on connait le rayon correspondant.

4

Is Side Scattering

La détermination de ces classes statisiques permet de recons-

tituer la distribution granulométrique de I’échantillon.

En quelques mots, nous pouvons donner aux points de mesure dans le graphe Igs(Ipg) les
coordonnées {A; (F SJ’-”e“S,SSJ’-”e“s)}Z-:L,m. Si nous considérons un ensemble de particules de
rayons (r1,..,7y), nous pouvons calculer d’apres le paragraphe les valeurs des points
{B; (FSth, SS™")},—1 ,, du meilleur ajustement numérique de la courbe (bleu). Si I’on se souvient
que dans la zone correspondant aux grosses particules, la diffusion sur le coté présente des
oscillations, il est judicieux de considérer un ajustement polynoémial de I’ensemble des points
{Bi}i=1.n que l'on notera {C; (FSfOly, SSZPOZy)}i:L,n. La distance totale est donnée par D =
Z;n:l min(d(Aj, C;)i=1.n et dépend des cinq parametres ajustables décrits précédemment : ]’TZT”,
]’Z‘O‘jnx, Qfor et Qgige €t Ny La norme de distance choisie est la distance quadratique élevée au

carré, ce qui permet d’augmenter le poids statistique des points éloignés de la courbe calculée. La

méthode de minimisation a été effectuée sous Matlab a ’aide d’un algorithme de type Simplex.

1.2.3 Exploitation des courbes
1.2.3.1 Analyse granulométrique

Pour une courbe Igg(Irg), nous sommes capables d’attribuer a chaque point une taille de goutte
grace aux développements numériques explicités plus hauts. Si 'on compare la courbe obtenue

pour un lot d’émulsion monodisperse et un lot polydisperse, on voit tres clairement que la courbe
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de diffusion du lot monodisperse ne décrit pas le S complétement.

Il est donc possible d’utiliser la densité de points locale pour déduire du diagramme Igs(Irg)
la distribution de taille exacte de I’échantillon étudié. La méthode retenue est tres simple : on
attribue a chaque point de la courbe de mesure (rouge) le point de 1’ajustement le moins éloigné

(bleu) dont on connait le rayon 7, qui I’a engendré.

Fi1G. 1.10 — Comparaison des dis-

tributions de taille (en volume) ob-

----- Mastersizer
= Flow Cytometer

""" Mastersizer
Flow Cytometer

80 3 s_.
tenues par notre méthode numérique

(bleu) et un Malvern Mastersizer

Wvolume %

(rouge) pour un lot d’émulsion mono-
disperse (gauche) et un lot polydis-

perse (droite). Les distributions sont

0 L en accord entre les deux techniques. Le

) 1
100 01 1 10 100
Diamegter (microns) Diameter (microns) Cytométre ne permet pas de mesurer

des tailles supérieures a 8 microns.

Nous avons représenté sur la figure [I.10]les distributions granulométriques données en pourcen-
tage volumique en fonction du diametre de I’échantillon d’émulsion monodisperse (gauche, bleu)
et polydisperse (droite, bleu)obtenues a partir de notre technique numérique d’exploitation des
courbes de diffusion du FACS. Nous avons superposé a ces courbes les granulométries mesurées

a l'aide d’un appareil de mesure de diffusion statique (Malvern MasterSizer).

Concernant les courbes de gauche du lot monodisperse, on voit que les distributions ont la méme
valeur moyenne, mais une polydispersité différente. Le Mastersizer donne une polydispersité plus
importante. A la différence de notre méthode, les appareils de diffusion statique ne donnent pas
la distribution réelle (cf.[A.2).

Les courbes granulométriques du lot polydisperse ne représentent que les gouttes dont le dia-
metre est inférieur a 10 microns. Avec les réglages que nous avons utilisés sur le cytometre, il ne
nous est pas possible de visualiser les parameétres de diffusion pour les plus grosses gouttes. La

encore, les distributions coincident tres bien.

Dans le domaine de taille dans lequel nous travaillons pour les mesures d’adhésion, a savoir des

gouttes dont la taille moyenne est de 'ordre de 5 microns, la cytométrie est la méthode idéale
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pour évaluer la distribution de taille exacte de I’échantillon.

1.2.3.2 Analyse de la fluorescence

Pour valider notre méthode, nous avons étudié en cytométrie un échantillon d’émulsion de soja
polydisperse dans lequel nous avons dissous dans I’huile & une concentration proche de 10~% M
un fluorophore lipophile solvatochromique, le Nile Red, dont les spectres d’excitation et d’émis-

sion sont tres larges et compatibles avec la longueur d’onde du laser du cytometre.

A partir de la mesure de fluorescence de chaque goutte et du calcul de son rayon basé sur la
mesure des parametres de diffusion, il est possible d’exprimer la relation entre 'intensité de fluo-
rescence et le rayon (Fig. gauche). Pour plus de clarté, nous avons représenté sur la figure
[[.1T} droite l'intensité de fluorescence mesurée en fonction du rayon au cube. On constate que
la courbe de droite est linéaire, ce qui est en accord avec le fait que le fluorophore est dispersé
en volume dans les gouttes. Dans le cas des gouttes colorées par du Nile Red, nous n’avons pas
réalisé précisément un étalonnage de la fluorescence car nous voulions juste valider la méthode

de mesure.

RS . R F1G. 1.11 — Représentation de l'in-
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Nous avons construit une méthode qui permet pour chaque goutte de connaitre simultanément
sa taille et sa fluorescence. Pour pouvoir maintenant effectuer une mesure absolue de la quantité
de protéines a la surface, nous devons pouvoir étalonner le signal de fluorescence par rapport
a une référencdﬂ Dans le cas qui nous interesse, & savoir la fonctionnalisation en surface des

gouttes, nous fixons les concentrations en volume tres précisément, mais nous n’avons aucune

20n trouve & cette adresse : http ://www.cytometry.be/Cours2002/LAQUANTI.pdf une notice trés intéres-
sante résumant de maniere claire les différentes méthodes utilisées en biologie pour quantifier une mesure de

fluorescence en cytométrie
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idée du rendement de la réaction. Nous allons donc, a partir de protéines fluorescentes, comparer
I'intensité des gouttes a des particules solides de fluorescence tabulée.

Tous les constructeurs de cytometres commercialisent des kits de quantification qui sont en fait
des lots de billes de polymere (polystyréne dans notre cas) teintées en masse avec des concen-

trations calibrées en fluorophore, par exemple du FITC. ﬂ

F1c. 1.12 — Diagramme de diffusion (gauche) et his-
togramme de fluorescence (droite) relatifs au kit de
quantification Quantum FITC MESF (Premix) High

Level distribué par Bangs Labs. L’histogramme de la

(b)
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population rouge représente la fluorescence des singu-

lets dans le diagramme de gauche. Les cinq distribu-
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fluorophores différentes et calibrées.

Nous avons représenté sur la figure [[.12}a le diagramme de diffusion du lot de calibration. La
tache rouge centrale correspond aux billes qui sont sous la forme de singulets, soit celles qui sont
exploitables en fluorescence. Les points en haut a droite correspondent a des agrégats de billes,
inévitables avec le temps de stockage, et les points en bas a gauche sont des impuretés qui se
sont développées dans le tampon.

Sur le graphe[T.12}b, nous avons représenté ’histogramme de fluorescence de la population rouge
en coordonnées logarithmiques, qui fait apparaitre 5 distributions de fluorescence distinctes et
trés fines. Le lot dont la distribution de fluorescence est la plus faible correspond a des billes
sans fluorophores, donc totalement blanches.

Le fabricant des billes donne les quantités de fluorophores Q) correspondant a chaque pic, et
nous mesurons la valeur de fluorescence avec notre appareil et nos réglages d’illumination et
de détection. Si on trace la quantité Q en fonction de l'intensité mesurée (Figure axe de

gauche), on obtient une droite de conversion entre les deux valeurs.

La streptavidine fluorescente que nous utilisons est fonctionnalisée par un nombre de FITC com-
pris entre 8 et 12 unités. Nous avons tracé sur la figure (Figure axe de gauche) le nombre
de streptavidines par objet en fonction de l'intensité mesurée. Avec le kit et ces réglages du

cytometre, il est possible de mesurer jusqu’a 60000 streptavidines par goutte.

3Nous avons utilisé le kit Qquantum FITC MESF (Premix) High Level distribué par Bangs Labs sous la
référence 825pA : http://wuw.bangslabs.com/flow/catalog.php


http://www.bangslabs.com/flow/catalog.php
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Malgré 'apparente simplicité de la méthode de quantification, les résultats obtenus peuvent 1é-
gerement différer de la valeur réelle en protéines, premiérement parce que les billes de polymere
sont teintées en masse, et que nous faisons une mesure d’intensité de surface dans le cas des
gouttes d’émulsion ; et deuxiemement parce que le nombre de fluorophores par protéine n’est

pas connu de maniére précise, et peut varier de plus de 30% par rapport & la valeur annoncée.

1.2.3.3 Suivi du vieillissement de 1’émulsion

Les émulsions que nous utilisons sont réalisées a partir d’une huile végétale (soja) pour des rai-
sons de praticité et de stabilité. Les huiles végétales sont composées d’un mélange d’acides gras
dont certains sont insaturés et peuvent présenter une ou deux doubles liaisons.

La stabilité des émulsions de soja est assurée a la fois par la présence de tensioactifs hydrophiles
(F68 et Tween20), par la forte concentration en triglycérides et par I'existence d’une acidité libre

qui charge négativement les gouttes.

Les mécanismes de rancissement des huiles végétales sont complexes [82] et font intervenir un
nombre d’étapes et de sous produits qui ne sont bien souvent que tres peu caractérisés. En
revanche, il est connu que la lumiere et I'oxygene sont deux facteurs de dégradation tres impor-
tants. Les réactions des molécules de ’huile avec 'oxygene sont d’autant plus importantes que
dans une émulsion, la surface de contact entre ’huile et ’eau est tres grande et que 'eau est

un trés bon milieu pour solubiliser le dioxygene de ’air. Dans ces conditions, avec le temps, les
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acides polyinsaturés (en fait, surtout les acides & double insaturation comme ’acide linolénique)
ont tendance a se dégrader pour former des cétones qui sont responsable notamment de I'odeur

de ranci bien connue de tous.

Fic. 1.14 — Evolution de la figure de diffusion

SS vs. FS pour une population de gouttes d’émul-

sions de soja en fonction du nombre de rincages (de
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que nous avons détaillée est toujours présente, mais

on voit apparaitre les agrégats en dehors du S.

La cytométrie en flux peut étre utilisée comme une méthode de caractérisation de fluorescence et
de taille, mais donne aussi des informations sur le vieillissement des lots d’émulsion avec le temps.
En effet, la dégradation des especes polyinsaturées avec le temps et I’exposition a 'oxygene fait
diminuer le potentiel de surface des gouttes. Au cours des étapes de fonctionnalisation que
nous présenterons dans le chapitre suivant, nos sommes amenés a effectuer des ringages de la
phase continue qui sont responsables de la désorption du peu d’acides libres restant a la surface.
Nous avons représenté sur la figure [I.14] Pévolution des diagrammes de diffusion pour un lot
d’émulsion vieille de plusieurs mois en fonction du nombre de ringages de la phase continue. On
voit qu’en plus de la courbe en S que nous avons explicité apparaissent des points hors du S sur
le diagramme. Ces points correspondent a la formation de multiplets a la suite d’'une adhésion

non spécifique entre les gouttes.

1.3 Fonctionnalisation de la surface

La fonctionnalisation des gouttes d’émulsion s’effectue en deux étapes : la premiere, a partir

g

d’une concentration en volume Cy;y; en Biotine-(PEO)3-NHs , permet de fixer une densité I'y, ,

de biotine sur la surface. La seconde consiste a laisser incuber les gouttes avec un exces de

streptavidine qui permettra d’avoir & l'interface une densité I'Y, de protéines.
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En cytométrie, nous ne pouvons pas mesurer la densité de biotine, mais nous mesurons la densité
de streptavidine. Nous avons donc acces, pour une densité PZZ. o+ donnée, a la densité maximale

de streptavidine qu'une goutte peut fixer. En anglais, cette densité est nommée binding capacity.

Rien n’assure ¢ priori que les deux densité FZZ. ot €1 I'Y, coincident. Du point de vue de la biochimie
des surfaces, c’est en revanche le seul parametre pertinent a connaitre puisqu’il renseigne sur

l'activité effective de la surface vis-a-vis de ses capacités adhésives.

1.3.1 Matériaux

Tampons de biotinylation Les deux étapes de la réaction de biotinylation s’effectuent dans
un tampon phosphate 10mM de pH=7,2 (Force ionique : 20 mM) dans lequel nous avons
dissous @7y, = 0, 2%,/ de Tween 20, un tensioactif non-ionique (Polyoxyethylenesorbitan
monolaurate, Sigma-Aldrich, 93773) dont la CMC dans I'eau est de 0,07 %, /-

Tampons de fixation de la streptavidine La fixation de streptavidine sur les gouttelettes
présentant de la biotine a la surface est réalisée dans un tampon MES (pH=5,5 et force
ionique : 20 mM) contenant ®7,, = 0,2%;,/,, de Tween 20. Le pH de 5,5 a été ajusté
expérimentalement par rapport a la meilleure efficacité de fixation, qui tient compte du

potentiel de surface des gouttes et du point isoelectrique de la streptavidine.

Agent de couplage La présence d’acides carboxyliques ne laisse pas beaucoup le choix dans
la chimie de couplage. En solution aqueuse, nous utilisons un mélange d’EDAC (Sigma-
Aldrich, E6383) et de sSNHS ou Sulfo,N-hydroxysuccinimide (Fluka, 56485) comme agent
stabilisant de ’espéce activée. La solution d’activation est un mélange de 0,01g de sNHS
et de 0,06g ’EDAC dans 100 L de tampon Phosphate/Tween20 .

Biotine fonctionnalisée Nous avons utilisé de la Biotine-(POE)3-NHs (MW=374,50 g/mol
)fournie par la société Interchim. La taille du bras espaceur (POE)s (aussi appelé LC
pour Long Chain) est de l'ordre de 20 A. La biotine-LC-amine est diluée dans un tampon

Phosphate/Tween20 et stockée a -20°C

Streptavidine Nous avons utilisé de la streptavidine non modifiée (Sigma-Aldrich) ainsi que
de la streptavidine couplée a différents agents fluorescents (FITC-Interchim, Alexa 555-

Invitrogen/MolecularProbes)
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F1G. 1.15 — Schéma réactionnel du protocole de fonctionnalisation en deux étapes que nous avons mis en ceuvre.

A droite : Image en microscopie de fluorescence de gouttes d’émulsions avec de la streptavidine & leur surface.

1.3.2 Etape 1 - Liaison de la biotine : Etape d’activation

Dans un tube eppendorf de 500 uL , on dilue 16 pL d’émulsion calibrée & @ gyuision = 60%,, /m
dans 184 uL de tampon Phosphate/Tween20 . La fraction massique d’émulsion a fonctionnaliser
est donc de @ puision = 5%m/m- La concentration initiale en Synperonic PE/F68 était de 1%.
Apres dilution, elle est d’environ 0,05 %, soit de ’ordre de 0,5 CMC.

On ajoute 50uL de la solution d’activation, puis on laisse réagir pendant 30 minutes a I’abri de

la lumiere sur un agitateur rotatif.

Le tube est ensuite centrifugé a environ 2000 G pendant une dizaine de secondes avec une cen-
trifugeuse de paillasse, puis on récupere a l'aide d’une pointe fine de micropipette 220 uL de la
phase sous-nageante qui contient la solution qui n’a pas réagi. On ramene le volume a 200 uL

en ajoutant 170 uL. de tampon Phosphate/Tween20 .

Cpiot (mg/mL) 1 2 3 4 5
Chior Diluée (mol/L x 1073) | 2.670 | 5.340 | 8.011 | 10.680 | 13.351

TaB. 1.1 — Tableau de correspondance entre les conditions de greffage de la biotine et les concen-

trations de réaction

1.3.3 Etape 2 - Liaison de la biotine : Liaison Covalente

On ajoute ensuite un volume de 50 pLi de solution de Biotine-(PEO)3-NHsy diluée dans du tam-
pon Phosphate/Tween20 & une concentration Cp;or comprise entre 1 et 5 mg/mL (le tableau
donne les correspondances avec les concentrations effectives apres dilution). La réaction s’effec-

tue sur un agitateur rotatif pendant 30 minutes a I’abri de la lumiere.
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La suspension de gouttes est maintenant lavée sept fois, en centrifugeant et en prélevant a
chaque lavage 220 pL. de phase sous-nageante et en complétant par 220 ul. de tampon Phos-
phate/Tween20 . Lors du dernier lavage, on compléte en ajoutant uniquement 170 uL de tampon

pour ramener la suspension a une fraction @ gyuision = 9%m /m €t au volume initial de 200 uL .

1.3.4 Etape 3 - Fixation de la streptavidine

L’émulsion biotinylée est lavée plusieurs fois de maniere a ramener le pH de la solution a 5,4.
A ce pH, les interactions répulsives ioniques entre les gouttes et les protéines, dont le point
isoélectrique est de 5, sont minimales, ce qui assure une cinétique de fixation rapide. Nous avons

vérifié que la densité fixée atteignait un plateau en un temps toujours inférieur & 15 minutes.

De maniére & maximiser le nombre d’échantillons de gouttes portant des densités différentes de
streptavidine pour une méme lot d’émulsion biotinylée, nous avons toujours prélevé 10 uL de la
dispersion mere de gouttes biotinylées, a laquelle nous ajoutons un certain volume de solution

de streptavidine dans du tampon MES/Tween20 afin que le volume total soit de 40 uL .

A la fin de la réaction, on préléve directement dans le volume réactionnel quelques microlitres
d’émulsion, dont on n’a pas rincé la phase continue contenant des streptavidines fluorescentes
résiduelles,et on dilue dans 1 mL de PBS. On quantifie la densité de streptavidine en surface
a l'aide du cytometre. Le rincage de la phase continue apres greffage est inutile, puisque les
gouttes de la suspension mere sont diluées plus de mille fois avant la mesure, et la dilution de la
streptavidine en volume est encore augmentée par ’élongation de la veine liquide par le fluide

de gaine de ’appareil.

1.3.5 Saturation de l’interface en streptavidine

La densité de streptavidine I'Y, est fixée par la densité de biotine ng‘ ot & partir d’une solution en
large exces de protéines dont nous devons déterminer les caractéristiques. Pour cela, nous nous

sommes placés dans le cas le moins favorable, c’est-a-dire celui qui correspond & la densité de

g

hiot» & savoir un lot d’émulsion greffé par de la Biotine-(PEO)3-NH; a

biotine la plus grande I
une concentration Cpiotine=10 mg/mlL,
Nous avons ajouté a 10 pL. d’émulsion biotinylée ainsi lavée de 1 a 5 ul. de solution de strepta-

vidine & la concentration 0,1 mg/mL, puis nous avons complété par du tampon MES/Tween20
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jusqu’a un volume de 40 pL . Au bout de 15 minutes d’incubation et I'ajout de 120 ul de
tampon Phosphate/Tween20 de maniére a arréter la réaction, nous avons mesuré la densité de
streptavidine que nous avons représentés sur la figure [I.I6 pour des gouttes de 5 microns de

diameétre a ’aide du cytometre.

Nous constatons clairement que dans le cas expérimental ou la densité de biotine a la surface
est la plus grande, il suffit d’'un volume de 5 uL de streptavidine & 0,1 mg/mL pour saturer
I’ensemble des biotines. C’est ce volume et cette concentration en streptavidine que

nous utiliserons dans tous les cas de greffage.

‘\'2 ﬁ y Fia. 1.16 — La représentation densité de
= X streptavidine fixée en fonction de la quan-
mff, ﬁ X tité initiale de streptavidine en volume montre
—~ « une saturation. Réalisée pour une concentra-
<.(. 2501 tion de greffage en Biotine-(PEO)3-NH, de
ﬁ 200 x 10 mg/mL, cette courbe indique que la quan-
3 150 « tité maximale de streptavidine & la surface des
’% 1004 gouttes, pour une temps d’incubation de 15
q=, 50 min, est atteinte pour un volume de 5 uL de
= streptavidine a 0.1 mg/mL

0 T T T T T T T T T 1
012 3 45678 91
Volume de Streptavidine (uL)

Dans le cas des lots de gouttes avec lesquels nous avons effectué les expériences d’adhésion, nous
avons réalisé 3 ringcages de plus, en enlevant 180 ul. de sous-nageant et en ajoutant le méme
volume de tampon Phosphate/Tween20 puis un dernier ringage en étant 180 pLb de sous-nageant

et en ajoutant 330 uL. de tampon Phosphate/F127 .

1.3.6 Densité de streptavidine sur les gouttes en fonction de la taille

Dans les méme conditions de concentration en streptavidine que précédemment, nous avons
étudié a I'aide du cytometre la dépendance de la densité de streptavidine en fonction de la taille
des gouttes. En effet, nous avons vu que le cytometre pouvait nous donner une mesure absolue

(moyennant un étalonnage) du nombre de streptavidines pour chaque goutte de I’échantillon.
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F1G. 1.17 — Dépendance du nombre de streptavidines & la surface des gouttes pour trois conditions de greffage
en fonction du rayon des gouttes et de leur surface (gauche et centre). La répartition des protéines est bien une
répartition de surface, attestée par la courbe du centre qui est linéaire. La courbe de droite correspond a I’évolution
de la densité de streptavidine a la surface des gouttes en fonction du rayon. Cette densité est constante sur toute

la gamme.

Nous avons représenté sur la figure m pour trois conditions de greffage en Biotine-(PEO)s-
NHs (1, 3 et 6 mg/mL) le nombre de streptavidines par goutte en fonction de la surface des
gouttes (gauche). Le nombre de protéines varie linéairement avec la surface, indiquant bien
une répartition surfacique des streptavidines ainsi qu’un bonne régularité de greffage pour des
gouttes de méme taille.

Sur la figure droz'te, nous avons représenté la densité de streptavidine I'Y, en fonction de du
rayon des gouttes. Dans toutes les conditions de greffage, on voit que la densité est constante sur
une gamme de tailles de gouttes allant de 1 & 3 microns de rayon (2 & 6 microns de diametre).
Ainsi, dans la suite, toutes les caractérisations seront données pour des gouttes de rayon égal a

la taille moyenne de notre lot d’émulsion, c’est-a-dire 2,5 um .

1.3.7 Effet des ringages sur la densité de streptavidine

Nous avons représenté sur la figure I’effet du nombre de ringages au niveau de 1’étape 2 de
la fixation de biotine sur la densité finale de streptavidine I'J,. Nous avons appliqué le protocole
de streptavidination précédent a des gouttes fonctionnalisées par de la Biotine-(PEO)3-NHg & 3

mg/mL et 10 mg/mL qui a subi 6, 7 et 8 étapes de ringages par du Phosphate/Tween20 . On
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voit que le nombre de ringages n’influe pas du tout sur la densité de streptavidine & la surface

des gouttes.

450,
“-Tm .B?d?ne—(PEO)‘o,-NHZ :3mg/mL
£ [[]Bictine-(PEO)3-NH, : 10 mg/mL
3 — —
=350 Lo
gw} F1G. 1.18 — Pour deux conditions de greffage de Biotine-
(=2}
~ 250] (PEO)3-NH; (3 et 10 mg/mL), nous avons mesuré la den-
c‘[t) sité de streptavidine pour évaluer 'influence des rincages
200
k) sur la concentration en biotine de surface. Il apparait clai-
1
] 5 rement que le nombre de ringages n’influe pas du tout sur
2 100 la quantité de biotine.
o
a 50
(12

6La\}ag&s 7 La\'/ags 8La\}ages

Ceci indique qu’il n’y a pas de désorption des molécules d’acides oléique couplées a de la Biotine-
(PEO)3-NHs due aux changements de phase continue et a la centrifugation . Ce point n’était
pas évident a priori, puisque la biotine est liée a une bras espaceur tres hydrophile qui aurait pu

avoir une influence plus importante sur 1’équilibre d’adsorption du complexe tensioactif formé.

1.3.8 Désorption de la streptavidine au stockage

. 50

N

E == %

Ep

& iy

2 » FiG. 1.19 — La mesure de la quantité de strepta-

< vidine fixée sur les gouttes montre que les rincages

3 20 affectent peu la concentration, mais qu’une diminu-

@ tion de la densité de streptavidine d’environ 30% sur-

% 10 vient au stockage. On peut en déduire une constante

= 0 de temps qui est cohérente avec les valeurs de kog
&& & en solution & force nulle pour les couples biotine-

de’b & Q> 0& streptavidine

Dans le protocole de streptavidination que nous avons consigné dans le paragraphe précédent,

nous effectuons avant les expériences d’adhésion un certain nombres de rincages avec du Phos-
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phate/Tween20 puis du Phosphate/F127 de maniére a éliminer tout le surplus de streptavidine

qui n’aurait pas été fixé par les gouttes, suite a un défaut de biotine.

Nous avons représenté sur la figure I’évolution de I'J, en fonction du nombres de rincages
des gouttes apres ’étape 3. On constate que les ringages ont trés peu d’incidence sur la densité

de streptavidine présente sur les gouttes.

Nous avons aussi regardé comment évoluait cette densité pour des gouttes diluées dans une
solution ou plus aucune streptavidine ne subsiste, au bout d’'une heure et une journée. On
remarque dans ce cas une diminution importante de cette densité I'J, avec le temps. Nous ne
pouvons pas attribuer cette diminution de I'Y, & de la désorption de I'interface du bloc formé
par l'acide oléique, la biotine et la streptavidine puisque nous avons vu que I'Y, varie peu en
fonction du nombre de ringages.

A partir des valeur de I'histogramme, on peut calculer de maniére grossiére une constante de
temps de désorption en faisant I’hypothése d’un mécanisme cinétique d’ordre 1. Dans ce cas, on

peut écrire :

(T¥0)2an = (P'0)initial €XP (‘%h> = (I'%0)4 Lavages XP (_%;h> (1.8)
avec T la constante de temps du phénomeéne de diminution de la densité. Une application numé-
rique nous donne une valeur de 7 = 88 heures, qui correspond & 'ordre de grandeur trouvé [53]
dans le cas de la dissociation du couple streptavidine/biotine en condition de non compétition
(c’est-a-dire lorsque la phase continue ne contient plus de streptavidine libre). En résumé, la
diminution de la densité de streptavidine des gouttes lorsque la phase continue ne contient pas
du tout de streptavidine est due a la mise a 1’équilibre chimique du couple relativement a sa

constante d’affinité.

1.4 Courbe finale de concentrations

La stratégie de fonctionnalisation de l'interface des gouttes que nous avons choisie consiste,
comme nous ’avons détaillé précédemment, a réaliser lors d’une premiere étape une liaison co-
valente avec de la Biotine-(PEQO)3-NHgy , puis a saturer les groupements biotine & la surface par

de la streptavidine en exces en solution.
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La densité de streptavidine I'Y, dépend donc uniquement de la concentration en volume de
Biotine-(PEO)3-NH; lors de I'étape de greffage covalent apres réaction d’un agent de couplage

en milieu aqueux sur les groupements carboxyliques des acides oléiques présents dans 1’huile.

Nous avons représenté sur la figure I’évolution de la densité de streptavidine I'Y, en fonction
de Cpiotine en Biotine-(PEO)3-NHy . Il est trés important de noter que 'Y, est nulle quand la

densité de biotine & la surface FZZ. o

. est nulle. Il n’y a pas du tout d’adsorption de la streptavidine
a la surface des gouttes dans les conditions dans lesquelles on travaille.

De plus, I'?, varie linéairement jusqu’a une concentration Cpgjotine de 6 mg /mL. Au dela de cette
concentration, I'Y, sature & une valeur de 400 um_Q .

Cette saturation s’explique par le fait que la concentration d’acides oléiques disponibles en vo-
lume est assez faible dans les huiles de soja commerciales et ne permet donc pas de fonctionnaliser
la surface avec beaucoup de biotine. Cette hypothese est confirmée par le fait que, au dela de
CBiotine=6 mg/mL, les gouttes adhérent de maniére non spécifique a cause d’une diminution

importante de leur charge de surface.
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Chapitre 2

Lamelles de verre

Les expériences d’adhésion de vésicules ou de cellules faisant intervenir des liaison spécifiques
s’effectuent souvent sur des substrats de verre plans dont la transparence permet de faire des
mesures de microscopie a la fois en transmission et en réflexion (fluorescence, RICM). Sur ces
substrats, les ligands peuvent étre rendus mobiles dans le plan de la surface grace a un dépot
d’une bicouche de lipides supportée. Toutefois, nous avons préféré travailler avec des ligands
fixes qui ne bénéficient pas de capacités diffusionnelles, car des substrats de ce type sont plus

simples a réaliser en grande quantité.

Nous avons déja noté que notre choix s’était porté sur une adhésion créée par la formation de
couples biotine/streptavidine. Beaucoup de solutions différentes ont été proposées pour fonc-
tionnaliser des lamelles de verre, faisant intervenir soit de I’adsorption, soit un greffage covalent,

soit les deux.

Les substrats que nous voulons fabriquer demandent un protocole qui permet de fonctionnaliser
une dizaine de lamelles dont la densité de biotine & la surface (qui fixe 'adhésion spécifique)
peut étre variée indépendamment des interactions ioniques, stériques et de Van der Waals de la

lamelle (qui fixent ’adhésion non spécifique).

On trouve commercialement des polyéthyleéne glycol bifonctionnalisés dont une extrémité peut
étre de la biotine ou un groupement hydroxyde inerte et 'autre extrémité comporte un grou-
pement permettant de créer une liaison covalente peptidique avec des groupements amino de la

surface. Pour pouvoir passer d’une surface de verre propre avec des silanols a une surface de verre

81
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présentant des groupes amino, nous avons préféré adsorber en phase aqueuse un polyélectrolyte
positivement chargé, la Poly-L-Lysine, & une fonctionnalisation covalente en milieu alcoolique et

acide des silanols par des aminosilanes réactifs.

Premiére étape

NH

NHz NH 2
o | 2yt ki F1G. 2.1 — Représentation schématique du protocole
de fonctionnalisation des lamelles de verre. La premieére

étape consiste a adsorber de la Poly-L-Lysine sur le verre

Seconde étape pour introduire des groupements amino sur lesquels on
peut greffer lors d’une deuxiéme étape un mélange de
PEG-2000 et de PEG-3400-Biotine .

Notre protocole se déroule donc en deux étapes (Fig. [2.1) :
1. Adsorption de la Poly-L-Lysine sur le verre, qui forme une couche homogene et trés dense.

2. Fonctionnalisation des groupements amino de la Poly-L-Lysine par un mélange de PEG-
2000 et de PEG-3400-Biotine dont on fixe la fraction molaire xp;,; en PEG-3400-Biotine

et la concentration maximale Cy,q, en polyéthyléne glycol dans le volume réactionnel.

Nous avons fonctionnalisé des lamelles avec deux conditions en C,,q; différentes (100 pM et 200
uM ). Toutefois, seule la deuxiéme condition a été complétement caractérisée, bien que nous

ayons réalisé des expériences d’adhésion avec les deux.

2.1 Fonctionnalisation des Lamelles par de la biotine

2.1.1 Protocole de fonctionnalisation
2.1.1.1 Matériaux

L’ensemble des matériaux utilisés pour réaliser des lamelles fonctionnalisées par un mélange
de PEG-2000 et de PEG-3400-Biotine sont commercialisés chez les fournisseurs classiques des

laboratoires.

Les lamelles de verre sont des lamelles de microscopie carrées 22x22mm de 0,17 mm d’épais-
seur, en verre flotté, fournies par Erie Scientific. Ces lamelles sont trés propres et couram-

ment utilisées comme support de pousse cellulaire.
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™ F1G. 2.2 — Formule chimique de la Poly-L-Lysine

(a) h 'U" ci ﬁ ¢ (a), du PEG-2000 (b) et du PEG-3400-Biotine (c).
M, — G —— PEB—— G 0N

]
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Le tampon utilisé est du tampon Phosphate Salin (PBS, pH=7,4 300mM) fourni par Delco
sous la forme d’une solution dix fois plus concentrée a reconstituer en la diluant avec de

l’eau bidistillée.

Le Mélange Piranha est un mélange de 70 %,,, d’acide sulfurique concentré HaSOy4 et de
30 %, v d’eau oxygénée. La réaction des deux produits est fortement exothermique et
la solution est extrémement oxydante. Elle permet de nettoyer le verre et d’activer les

groupements Si-O-Si en Si-OH.

La Poly-L-Lysine (-NH-CH((CH3)4-NH3)-CO-),, est un mélange de polymeres de différentes
longueurs de chaines : My = 30000-70000 g/mol . Elle est vendue sous la forme d’une
solution aqueuse a 0,1 %,,/, (Sigma-Aldrich, P8920).

Les Polyethyléneglycols (PEG) fonctionnels sont fournis par la société Nektar. On utilise
des mélanges de polyethyleneglycols non modifiées et polyethyleneglycols biotinylés. Les
PEG présentent a une extrémité un groupement réactionnel (sulfo-N hydroxysuccinimide
ou SBA) dirigé contre les groupements amino libres de la poly-L-Lysine. Les PEG-SBA
existent avec des longueurs de 30 unités éthyleneglycol (2000 g/mol ) et 100 unités éthy-
leneglycol (5000 g/mol ). Les NHS-PEG-Biotine existent avec des longueurs de 30 unités
éthyléneglycol (2000 g/mol ) et 50 unités éthyléneglycol (3400 g/mol ). Achetés sous forme
de poudre, les polyethyleneglycols sont stockés a I'abri de I’humidité et a -20°C dissous
a 25mM dans du DMF ou du DMSO. Le DMF a l'avantage de ne pas solidifier a basse

température.

Le Porte-Lamelle est un support métallique permettant d’activer jusqu’a 24 lamelles simul-

tanément.

Les Plaques Multipuits sont des plaques stériles de culture cellulaire (Corning Costar 6
puits) en polystyréne. Elles assurent une excellente reproductibilité des chambres de fonc-

tionnalisation, ainsi qu’une bonne économie de produits, puisqu’il suffit de 1 mL de liquide
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pour recouvrir une lamelle. Le rincage des puits s’effectue a 'aide d’un systéme monté a

partir d’une trompe & vide, d’un tuyau et d’une pointe de micropipette.

2.1.1.2 Etape 1 : Dépot de Poly-L-Lysine sur le verre

La porte-lamelle est trempé pendant quelques minutes dans un becher en Pyrex contenant le
mélange Piranha fraichement réalisé. La température de la solution dépend de la rapidité de
mélange et de la température externe. Aussi, le becher d’acide sulfurique est chauffé jusqu’a une
température de 27°C sur une plaque électrique, et 'eau oxygénée est versée tres rapidement dans
I’acide. Dans ces conditions, la température du mélange s’éleve en quelques secondes a 140°C,
et au bout d’une certain temps, le mélange se met a bouillir. Nous avons choisi comme fin de
réaction ce moment la.

Dans le cas ou le porte-lamelle reste plus longtemps dans la solution, cette derniere attaque le
métal et la solution prend un couleur verte. Les lamelles sont alors impropres a la fonctionnali-

sation, méme apres un ringage soigneux.

A la fin de l'opération, le porte-lamelle est récupéré dans un becher rempli d’eau bidistillée, puis
on effectue une dizaine de ringages a 1’eau distillée en prenant garde de ne jamais laisser les

lamelles plus de quelques secondes a 'air libre.

Les lamelles sont alors introduites une & une dans les puits individuels de culture qui contiennent
chacun un volume de 2 mL. de PBS.

Le PBS est ensuite remplacé par 2 mL d'une solution a 0,01 %,/, de Poly-L-Lysine dans du
PBS.

Les plaques multipuits sont mises a incuber dans un incubateur humide (pour éviter 1’évapora-

tion) & 37°C pendant au moins deux heures.

2.1.1.3 Etape 2 : Fixation des polyéthyléne oxyde

Au bout de deux heures d’incubation, les lamelles sont rincées 4 fois avec 2 mL de PBS, puis on
ajoute dans chaque puits 1 mL d’une solution PEG-2000 /PEG-3400-Biotine dans du PBS, dont
la concentration totale en polyéthylene oxyde est fixée a Cuq =200 uM et la fraction molaire

Tpiot €n PEG-3400-Biotine est variable.

La solution & C,;,4, est réalisée a partir de deux lots de solutions mere de PEG-2000 et de PEG-
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3400-Biotine de concentration égale a 50 mM dans du DMSO anhydre. Les mélanges sont donc
effectués en volume, pour éviter les imprécisions liées a l'utilisation d’une balance pour de si

faibles quantités de produit.

La solution meére est aliquotée en petits volumes et conservée au congélateur pendant plusieurs
semaines. La présence de la partie éthylene-oxyde est la cause d’'une importante hygroscopie
de la molécule, dont la partie amino-réactive se dégrade tres rapidement si on utilise le méme

aliquot trop souvent a ’air libre.

La réaction est effectuée a 37°C en atmosphere humide pendant 30 minutes, puis les lamelles

sont rincées dix fois avec 2mL de PBS.

Enfin, les plaques multipuits rincées sont alors stockées a 4°C dans un réfrigérateur en attendant

d’effectuer les mesures d’adhésion, ce qui assure que la poly-L-lysine ne se désorbe pas.

2.1.2 Caractérisation de la quantité de biotine en surface

Faisons tout d’abord un estimation géométrique (trés surévaluée...) de la quantité de PEG-
3400-Biotine fixée sur la lamelle : les lamelles que nous utilisons sont de dimension 22x22 mm
(Surface~500 mm? = 5.10' nm?). Si on suppose que chaque PEG-3400-Biotine occupe une
surface de 10 nm?, le nombre de molécules fixée est d’environ 5.1013.

La variation de concentration entre le début et la fin de réaction, en tenant compte d’un volume

de 1 mL correspondant & nos récipients de fonctionnalisation, est donc de I’ordre de 10~ mol/L .

Les PEG-3400-Biotine n’absorbent pas ou tres peu dans le domaine UV-Visible, donc un dosage
en retour de la quantité qui n’a pas réagi n’est malheureusement pas possible, bien que le do-
maine de concentrations soit accessibles a cette technique.

De plus, les méthodes de dosage de la biotine faisant intervenir un analogue de type HABA (voir
)A.1)) ne sont pas assez sensibles si nous voulons doser directement la quantité sur la lamelle, et

ne sont pas assez résolues pour détecter en retour une différence en concentration de 10~7 mol /L .

Nous avons finalement opté par une méthode de caractérisation indirecte, faisant intervenir de
la streptavidine fluorescente et utilisant la grande affinité entre biotine et streptavidine : Apres

la fonctionnalisation des lamelles par les mélange de polyéthylene oxyde , nous introduisons de
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la streptavidine en exces dans la chambre de culture et nous dosons la quantité de streptavidine

fluorescente fixée sur la lamelles.

Le nombre auquel nous avons acces ne correspond pas a la densité de biotine Féi o sur la lamelle,
mais a la densité de streptavidine qui peut se déposer sur la lamelle pour une condition de
greffage en PEG-3400-Biotine donnée. De la méme manieére que pour les gouttes d’huile, on

mesure la binding capacity des lamelles biotine vis-a-vis de la streptavidine.

2.1.2.1 Protocole de dépoét de la streptavidine

Pour fixer la streptavidine, nous avons utilisé une technique courante dans les laboratoires de
biologie qui permet de colorer des lamelles de verre couvertes de cellules adhérentes. En effet, il
n’était pas possible de laisser les lamelles biotinylées dans les puits de culture pour la streptavi-

dination, car il y a une adsorption tres importante des protéines sur le plastique.

F1G. 2.3 — Représentation schématique de la mé-

M thode employée pour fixer la streptavidine sur les
Solution de Streptavidine

-

Une goutte de streptavidine de concentration C; = 0.05 mol/L et d’un volume de V = 40 pL

lamelles fonctionnalisées par les mélanges poly-
éthylene glycol et PEG-3400-Biotine a différentes

fraction molaires.

est déposée délicatement sur une petit morceau de parafilm au fond d’une boite de Petri. La
lamelles seche est appliquée sur la goutte. La capillarité permet au liquide de s’étaler sous toute
la surface du verre, sans déborder puisque le parafilm n’est pas mouillé. Au bout d’un certain
temps (dans notre cas 15min), la lamelle est prélevée et remise dans les puits de culture pour

rincage, et la goutte de liquide qui s’est reformée est récupérée.

F1G. 2.4 — Aprés un certain temps laissé pour la

fixation de la streptavidine sur les lamelles, on pré-

Mesure en volume R . . . . . .
- —_— - — Specholuarinilre léve le liquide qui contient la fraction de protéines
@ ] @ .
G el b o e ! ?ﬂﬁ?iﬁ?ﬂﬁ — Meirctsite encore en suspension, que l'on dosera en volume
Micrascopie

a l’aide d’un spectrofluorimeétre. Apres ringage, on
mesure l'intensité de fluorescence de la lamelle en

microscopie. est
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Nous avons mené la caractérisation de la binding capacity en streptavidine de deux manieres,
comme nous l’avons représenté sur la figure 2.4

La premiere est une mesure directe de la densité de streptavidine déposée sur la lamelle, effectuée
en microscopie de fluorescence. La seconde est un dosage en retour de la quantité de streptavidine
qui ne s’est pas fixée, réalisé grace a une mesure en spectrofluorimétrie. A partir du signal de
fluorescence de la solution mere en streptavidine, cette méthode donne une valeur absolue de la

szl
densité I',.

2.1.2.2 Mesure en microscopie de fluorescence

Dans notre cas, nous travaillons avec une lampe a arc a mercure sans miroir HBO de puissance
100W. Nous utilisons de la streptavidine Alexa 555, dont le spectre se rapproche de celui de la
rhodamine. Travailler a ces longueurs d’ondes nous permet d’utiliser la raie verte du mercure,
beaucoup plus énergétique que la raie bleue d’illumination de la fluorescéine. Le microscope est
monté avec une caméra Hamamatsu ORCA-ER 12 bits, qui autorise de travailler avec une pro-
fondeur de 4096 niveaux. Pour profiter au maximum de cette dynamique (4096 niveaux), nous
nous sommes placé a un temps de pose de 80ms avec un binning de 2 et un filtre atténuateur
plat DN16.

g

a.)
g

g g

F1G. 2.5 — Variation de I'intensité de fluorescence sur la
lamelle mesurée par épifluorescence - Mesure en surface : La

courbe est linéaire jusqu’a une fraction molaire en PEG-3400-

g

. Biotine de 60% puis I'intensité sature.

Intensité Microscope (u.a.

g

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Fraction Molaire PEG(3400)Biotine (%)

Nous avons représenté sur la courbe [2.7] ’évolution de l'intensité de fluorescence sur la lamelle
en fonction de la fraction molaire en PEG-3400-Biotine . L’évolution de 'intensité est linéaire

jusqu’a une fraction de 60% molaires, I'intensité sature.

A ce stade de l'étude, la saturation peut s’expliquer soit par un effet optique, & savoir du
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quenching ou de I’absorption due & une densité de surface importante en streptavidine, soit a

une saturation effective de la densité. Nous ne pouvons conclure pour l'instant.

2.1.2.3 Mesure au spectrofluorimeétre

Dans le protocole de la figure nous avons évoqué le fait qu’on récupere apres I'incubation le
volume de liquide contenant la streptavidine qui ne s’est pas fixée sur la lamelle. Nous pouvons

donc réaliser un dosage en retour au spectrofluorimetre de la densité T,.

Nous avons représenté sur la figure [2.6] le schéma de principe d’une mesure de fluorescence avec
un spectrofluorimetre :

dans une cuve en quartz de volume et de chemin optique fixé, I’échantillon fluorescent est illu-
miné a la longueur d’onde d’excitation Aexc d’intensité Io. L’intensité de fluorescence Ig,osa);
émise dans toutes les directions, est mesurée a 90° de la direction d’incidence a la longueur

d’onde d’émission Agp,.

Thuo(say, ' Tnosw, ' FIG. 2.6 — Schéma de principe de la mesure de fluorescence
de la solution de streptavidine Alexa 555 avec le spectro-

. fluorimetre. La mesure relative de Uintensité de fluorescence

Iy Iy avant et aprés fixation des protéines sur les lamelles permet,

connaissant la concentration et le volume de la solution de

Solution mére Apres réaction départ, de mesurer la quantité de protéines déposées.

L’intensité de fluorescence est linéaire en fonction de la concentration tant qu’il n’y a pas de

quenching, donc le ratio relatif d’intensité

B Tuosa), — Iﬂuo(SA)f ~ C;—Cy  Nombre de SA sur lame

Tfuo(say, C;  Nombre de SA initial

entre la solution de départ de concentration C; et la solution de concentration C'y contenant la
streptavidine qui ne se sont pas fixée sur la lamelle est proportionnel a la quantité de protéines

qui se sont fixées sur la lamelle.

Sur la figure 2.7} nous avons représenté I’évolution du ratio relatif d’intensité R en fonction de
la fraction molaire en PEG-3400-Biotine dans le volume au début de la réaction de fonctionna-

lisation.
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60
S
p 501
b
54
'€ 304 F1a. 2.7 — Variation du ratio d’intensité mesuré au spec-
° - trofluorimetre entre la solution de strep fluo avant et apres
(o]
:.g fixation. La mesure est effectuée en volume
& 10|

0

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Fraction Molaire PEG(3400) Biotine (%3

On constate que le ratio d’intensité varie linéairement avec la fraction molaire xp;,; en PEG-
3400-Biotine sur toute la gamme. La méthode de dosage indirecte de la binding capacity des

lamelles est donc valide.

La saturation observée pour les hautes fractions en PEG-3400-Biotine sur la figure obtenue
en microscopie n’est pas due a un phénomene de gene stérique qui empécherait les protéines de
se fixer sur la lamelle, mais plutot & un effet de proximité entre les fluorophores qui diminue leur

rendement quantique individuel (probablement de ’absorption, mais peut étre du quenching).

2.2 Courbe finale des concentrations

Le ratio d’intensité relatif R est proportionnel a la quantité de streptavidine fixée sur la lamelle.
En nombre de moles , et en prenant compte la concentration initiale C; de streptavidine et son

volume V', nous pouvons écrire que la quantité de streptavidine fixées est de
nsa = R.C;.V (2.1)

Nous avons travaillé avec des lamelles carrées de surface égale & S=484 mm?, donc la densité

par um 2 de streptavidine T',, liée & de la biotine est donnée par :
(2.2)

avec N, est le nombre d’Avogadro.
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On a tracé sur la figure la binding capacity en streptavidine T, en fonction de la fraction
molaire ;¢ en volume de PEG-3400-Biotine pour une concentration totale C,,q,=200 puM
en polyéthylene glycol . I‘lsa varie linéairement en fonction de xp;,; et la densité maximale est
d’environ 2.10* ym=2 , soit une surface de 50 nm? par streptavidine sur la lamelle. Cette valeur

est cohérente avec celles mesurées par Perret et al. sur des billes de verre silanisées.

8

Tpiot (%) 0| 5 15 | 25 | 40 60
I, (um=2) | 0 | 1742 | 3827 | 5912 | 9040 | 13210

—
q

F1G. 2.8 — T, varie linéairement en fonction de la fraction mo-

laire xpiot en polyéthyléne glycol dans la volume. II’ n’y a pas

¢
&

d’adsorption de streptavidine sur les lamelles qui correspondent a
xbiot:0%~

Densité de SA : I'sa (x10° pm?)
3

o— — R r— ‘
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
Fraction Molaire PEG(3400)Biot

De plus, comme dans le cas des gouttes, la densité de streptavidine est proche de zéro (cela
est encore plus clair avec la mesure au microscope) quand la fraction en PEG-3400-Biotine est
nulle, indiquant qu’il n’y a pas d’adsorption non spécifique (ou tres peu) de la streptavidine sur

les lamelles en ’absence de biotine.

Comme nous désirons effectuer en méme temps que la mesure d’angle de contact une mesure
d’intensité de fluorescence de la zone de contact pour estimer la densité de streptavidine recru-
tée lors de ’adhésion, nous nous limiterons a des fractions molaires y;,; inférieures a 60% pour

rester dans le domaine linéaire de la mesure microscopique.

Enfin, la linéarité entre fraction molaire en volume et densité de streptavidine fixée nous permet
par abus de confondre la densité de biotine en surface Fém et la densité de streptavidine fixée
Fl

sa*
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T IOus allons présenter dans cette partie tous les résultats relatifs aux expériences de mouillage
induit par des interactions spécifiques que nous avons réalisées a partir des matériaux dont

nous avons détaillé précédemment les méthodes de caractérisation.

D’une part, nous avons des gouttes portant de la streptavidine mobile a leur interface a une
densité I'Y,. De I'autre, nous avons des substrats de verre fonctionnalisés par un mélange de
fraction molaire zp;y de PEG-2000 /PEG-3400-Biotine . La réaction de fonctionnalisation est
effectuée a partir d’une solution de concentration Cj,q; en polyéthyléne oxyde , et nous avons
caractérisé la densité de biotine I‘%n- o+~ Nous avons montré que la streptavidine ne s’adsorbe pas

sur les surfaces (émulsion et verre) en ’absence de biotine pour la fixer.

Nous avons représenté sur le schéma ci- g
contre une goutte adhérant sur une la- I186&
melle de verre avec une angle de contact
6. Cette adhésion s’accompagne d’un recru-
tement de la streptavidine mobile dans la

zone de contact. On introduit deux nou-

velles variables de densité : I'%, qui cor-
respond aux streptavidines piégées dans la

zone de contact mais libres de biotine et T'%,

la densité de couples effectivement formés.

Dans un premier temps, nous présenterons la technique expérimentale de mesure en microscopie
)
qui a permis de mesurer a la fois I’angle de contact et la répartition des protéines dans la zone

d’adhésion de maniere statistique sur plusieurs dizaines de gouttes de taille différente.

Ensuite, nous discuterons de la problématique de la définition de I’expérience témoin qui permet

de définir ’énergie d’adhésion non spécifique des gouttes.
Enfin, nous présenterons les résultats d’adhésion spécifique statique et dynamique obtenus pour

des substrats fonctionnalisés dans deux conditions de biotinylation différentes : Ci,q,=200 pM
et Crae=100puM .
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Chapitre 1

Configuration de ’expérience,

Matériaux et Mesures

1.1 Présentation de ’expérience

1.1.1 Chambre de mesure

L’observation d’un phénomeéne de mouillage nécessite de travailler avec des objets de diametre
assez important pour pouvoir effectuer une mesure optique de ’angle de contact. De plus, notre
volonté de faire une mesure statistique en microscopie sur plusieurs objets pour une méme condi-
tion expérimentale impose que les gouttes soient d’un diameétre moyen inférieur a la dizaine de
microns. A cause des contraintes de procédé lors de la formulation et de la mise au point de
I’émulsion, les populations de gouttes utilisées ont un diametre moyen de 'ordre de 5 microns,

avec une polydispersité d’environ 15%.

Objectif FIG. 1.1 — Représentation schématique de la configuration

D e el de l'expérience et du mode d’observation. Le microscope est

" - en géométrie droite. Les gouttes, aidées par la poussée d’Ar-
Lamelle de verre fonctionnalisée

T chimede, viennent au contact avec la lamelle de verre dont la

Poussée d'archiméde face interne a été fonctionnalisée

~0,1 pN

Lame de Verre

Les chambres d’observation sont réalisées a partir d’'une lame et d’une lamelle en verre col-

95
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lées entre elles par du ruban adhésif double face ce qui permet de fixer son épaisseur a une
cinquantaine de microns et son volume 40 uL .

Le microscope d’observation est en géométrie droite, avec I'objectif au dessus de la lamelle fonc-
tionnalisée. La mise en contact des gouttes streptavidinées avec la face interne de la lamelle
placée au-dessus s’effectue tres simplement grace a la poussée d’Archimede. La densité de I’huile
entrant dans la composition des gouttes est de 0,92, donc on peut estimer la force qui s’exerce
sur les objets en immersion a un dixiéme de piconewtons. Le temps moyen pour que toutes les

gouttes entrent en contact avec la lamelle est inférieur a cing minutes.

O L)

Diaphragme
£ de champ

F1G. 1.2 — Gauche : Image en microscopie de transmission de I’équateur d’une goutte d’émulsion adhérée. —
Centre : Image en RICM de la zone d’adhésion de la goutte. On voit le bord du diaphragme de champ qui assure

qu’on observe la lamelle. — Droite : Image en épifluorescence des protéines fluorescentes dans la zone d’adhésion.

La configuration du montage optique permet donc d’observer la dynamique de formation de la
zone de contact des gouttes, puis, en fixant un temps d’incubation assez long, d’avoir acces aux

mesures de l'angle de contact en régime stationnaire.

Le montage permet de mesurer pour un nombre de gouttes allant jusqu’a plusieurs centaines

trois mesures distinctes que nous avons rappelées sur la figure
1. Mesure du rayon des gouttes (gauche) a partir d’une image de microscopie de transmission.

2. Mesure (centre) du rayon de la zone adhérée sur la lamelle en RICM. On utilise 'image du
diaphragme de champ pour situer le plan focal sur la lamelle ou se localisent les franges
d’interférences. Nous utilisons pour la mesure de RICM une lampe a arc & Mercure HBO
montée en épifluorescence. La lumiere monochromatique d’illumination est obtenue sim-
plement en enlevant le filtre d’émission sur un cube de fluorescence pour des fluorophores
de type TRITC (Longueur d’onde : 535 nm).

3. Mesure de la densité I'y, et de la répartition des streptavidines dans la zone adhérée (droite)
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en épifluorescence.

Pour ne pas étre génés par les inhomogénéités dues a 'arc de la lampe, la mesure en RICM
doit s’effectuer avec un objectif x100, dont l'ouverture numérique (n.a.=nyerre- Sin Gijjumination )
est inférieure a 1,25. Nous avons utilisé un objectif Nikon a iris qui permet de faire varier
I'ouverture numérique entre 0,7 et 1,3. Le réglage était effectué de maniere a avoir le meilleur

contraste possible entre la zone d’adhésion (noire) et le fond gris.

1.1.2 Angle de contact : Hypothéses et Mesure

Sur la figure [[33] nous avons représenté un schéma de profil d’une goutte d’émulsion mouillant
partiellement un substrat. Nous conserverons la convention introduite dans la partie bibliogra-
phique relative au sens de I’angle de contact 6 qui est ici pris comme 'angle d’ouverture extérieur

entre le substrat et la goutte et sera donc nul si la goutte n’adhere pas.

Tension de surface Y

F1G. 1.3 — Représentation schématique d’une goutte de tension v adhérant

sur un substrat. Les parametres de mesure sont p le rayon de contact et R le

rayon de la goutte
/<0

A D’équilibre mécanique des forces sur le bord de la zone d’adhésion, ’angle de contact 6 et les

tensions superficielles des interfaces sont liées par la loi de Young-Dupré :

Yadhesion = Vgoutte — € = Vtampon/substrat + Ygoutte COS 0 (11)

Le terme ygoutte = v correspond a la tension de surface huile/tampon de la goutte d’émulsion.
Sa valeur est de 1 mJ/m? en présence de tensioactif Tween20 dans un tampon PB & 20mM
(Technique de la goutte pendante [2]). Le terme Yagnesion €st la tension dans le film adhéré. Elle
est inférieure a la tension v et peut s’exprimer comme 7 — € ou € est ’énergie d’adhésion par
unité de surface. Enfin, le terme Viqmpon/substrat eprésente I'énergie de surface entre le tampon

et le substrat de verre fonctionnalisé.

Pour s’affranchir du terme d’énergie de surface tampon/substrat qu’on ne peut négliger, on doit
procéder expérimentalement de maniere différentielle : la mesure d’angles de contact de gouttes

adhérant par des liens spécifiques ajoutés aux interactions non spécifiques (S+NS) doit toujours
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étre menée en parallele avec une mesure d’angle de contact de ces mémes gouttes adhérant
uniquement par les interactions non spécifiques (NS) :
Ainsi I'énergie d’adhésion relative a la formation des liens spécifiques € s’exprime simplement a

partir de la différence des angles de contact :

€ = eg+Ns — Ns = Y(cos Ong — cos O34 Ns) (1.2)
L’existence d’un tension de surface importante (~ kT/nm?) et d’un module de courbure faible
(~ kT) nous permet d’approximer la forme de la calotte a une sphere tronquée. Il existe donc
deux relations trigonométriques simples lient le rayon de la calotte R au rayon de la zone de

contact p :

sinf =

=

(1.3)

cos = 1-— (%)2

Pour mesurer 'angle de contact d’une goutte, il suffit de mesurer son rayon R & son équateur
en transmission et son rayon p de la zone de contact en RICM. On peut noter que si I’angle de
contact est inférieur a 30°, le rayon de la goutte adhérée R est égal au rayon de la goutte initial
avant qu’elle ne mouille le substrat.

120 T T T

Intensité (u.a)

Fic. 1.4 — Sur I'image de gauche,

100
j\ ] nous avons représenté les parameétres
‘L‘b“\_ﬂ\ 7 géométriques accessibles qui nous per-

mettent de mesurer ’angle de contact.

Intensité (u.a)

B0 |
Sur l'image de droite, nous avons re-

wh } 1 présenté le profil d’intensité de la zone

de contact en RICM le long d’un de ses

20

0 zln 4‘n s‘n sln 100 diameétres

Abscisse Nommalisée
Nous avons représenté sur la figure [[.4] le profil d’intensité le long d’un diametre de 'ordre zéro
des franges d’interférences. On remarque que l'intensité est constante dans le film d’adhésion, ce
qui exclut la présence de bourrelets/dimples tels qu’ils ont pu étre observés dans des expériences

avec des liposomes géants [20, 43].

Dans le cas des gouttes d’émulsions dont la taille est inférieure a la dizaine de microns, il est

difficile d’exploiter les franges d’interférences pour reconstituer le profil de la zone d’adhésion
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proche de la ligne de contact. Dés les premiers ordres, les franges ne sont plus résolues par le
microscope car le profil de la goutte devient trop pentu. On observe toutefois une modification

de I'espacement des premieres franges a mesure que l'angle de contact augmente.

1.2 Grandeurs Observables

1.2.1 Statistique sur le rayon

Le procédé de fabrication des gouttes que nous avons utilisé impose que les lots de gouttes
présentent une polydispersité de +£15% sur leur diameétre. Ainsi, pour des gouttes de diametre
moyen égal a 5 pm , la taille s’échelonne donc entre 3 et 7 microns. Indépendamment de cette
polydispersité, les gouttes d’émulsions sont caractérisées précisément a l’aide d’un cytometre en
flux, qui permet de donner la densité en streptavidine pour chaque taille de goutte (cf. Chapitre
12).

Nous avons configuré la technique de mesure au microscope de maniére a acquérir les angles de
contact de plusieurs dizaines voire centaines de gouttes pour une méme condition expérimentale.
Loin d’étre un désavantage, la polydispersité des gouttes peut étre utilisée a bon escient pour
connaitre 1’évolution du rayon d’adhésion et donc de l'angle de contact en fonction de leur

diameétre.

1p-

----- 1 (Tensioactif Synperonic F127) |*
----- t (Tensioactif Tween 20) ‘;.

F1G. 1.5 — Représentation du rayon de contact p en fonc-
tion du rayon de la goutte R pour deux émulsions de soja
stabilisées par du Pluronic F127 et du Tween20. Les courbes
sont des droites dont les pente sont proportionnelles a I’éner-

gie d’adhésion dont la valeur est de I'ordre de 107° — 10™*

rayon de la zane de contact {microns)

o4 0.14121% R= 097587 J/m?. Cette énergie est supérieure dans le cas du Tween20 &

i R celle du cas Pluronic F127.

0 L L . . )
0 | 2 3 4 5
Rayon de |a goutte (microns)

Nous avons représenté sur la figure [1.5(les courbes p(R) mesurées pour des gouttes d’émulsions de
soja mouillant des lamelles de verre fonctionnalisés uniquement par du PEG-2000 . Notons que le
lot d’huile de soja que nous avons utilisé dans ce chapitre pour valider notre technique de mesure
est différent de celui que nous utiliserons pour les expériences d’adhésion spécifique proprement
dites. L’allure générale de chaque courbe est linéaire, ce qui est conforme avec I'expression de

p(R) donnée par 1’équation La pente de la droite correspondant aux gouttes stabilisées par
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du Tween20 (bleu) est plus grande que celle des gouttes stabilisée par du Pluronic F127 (rouge).
L’énergie d’adhésion, qui varie comme la pente, est donc plus grande dans le cas du Tween20

que dans le cas du Pluronic F127 .

1.2.2 Précision de la mesure : Tension de ligne

Si l'on observe bien la figure [I.5 on remarque qu’aucune des deux courbes n’a une ordonnée a

l'origine nulle comme 'imposerait la loi de Young-Dupré.

Nous avons tracé sur la figure [I.6}a les courbes de variation de cosf en fonction de l'inverse
du rayon de contact. Il apparailt clairement, au moins pour la courbe correspondant au cas du

Pluronic F127 |, que le cosf dépend linéairement de 1/p.

La loi d’Young-Dupré peut étre modifiée de maniere a intégrer 'influence du périmetre de la
zone d’adhésion sur 'angle de contact : il faut prendre en compte un terme de tension de ligne
7 qui s’exprime dans le cosinus de l'angle & 1’équilibre (Drehlich) :

COSHZCOSHO:N:Z1 (1.4)

v p

Le terme 6y correspond a l'angle de contact en ’absence de terme de tension de ligne 7. La
tension de ligne 7 s’exprime en J/m et son signe peut étre positif ou négatif suivant 1'influence
mouillante ou démouillante de la ligne de contact sur ’angle.
A partir de 'expression du sinus de l'angle de ’équation [1.3] et de la nouvelle expression du
cosinus faisant intervenir 7 (selon I’équation , on peut exprimer la nouvelle relation liant le

rayon d’une goutte R au rayon de la zone de contact p :

2 P4
R? = (1.5)
1—p*cosfy — QpZ cos Oy — (1)2
g gl
Sur la figure b, nous avons représenté la courbe p(R) dans le cas des gouttes stabilisées par

du Pluronic F127 ainsi que la courbe définie selon I’équation [I.5] et les parametres suivants :
y=ImN/m et 7 = —6,8.107!2 J/m. La tension de surface vy a été mesurée par la technique de
la goutte pendante et la tension de ligne est I'unique parameétre ajustable. La valeur de la ten-

sion de ligne ajustée est conforme aux valeurs théoriques qui s’échelonnent de 107!2 4 10710 J /m.

L’huile de soja n’étant pas un liquide simple comme pourrait étre une huile minérale de type

dodécane, on ne peut isoler les effets de tel ou tel composant sur la tension de ligne et conclure
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F1G. 1.6 — Gauche : Représentation de cos(1/p) pour une émulsion de soja mouillant sur un substrat de verre
fonctionnalisé par du PEG-2000 dans un tampon Phosphate/Tween20 (bleu) et un tampon Phosphate/F127
(rouge). — Droite : Représentation de p(R) du cas Phosphate/F127 . Le cosinus de langle de contact varie

linéairement avec 1/p, ce qui implique une déviation a la loi d’Young.

quant & son origine microscopique. Toutefois, il est possible de calculer une distance caractéris-
tique  =| 7/e |> 0 & partir du ratio entre 1’énergie d’adhésion et la tension de ligne. On peut
grossierement estimer § ~ 100 nm a partir d’'une énergie d’adhésion typique de notre systeme
£ ~5.107° J/m? et de la valeur de la tension de ligne ajustée 7 ~ 5.10712 J/m. Cette valeur &
est bien supérieure a la longueur d’extrapolation A ~ 1 nm pour notre systéme, ce qui indique
que Deffet de ligne n’est pas lié, au moins directement, a ’existence d’une courbure de 'interface

le long de la ligne de contact.

Nous verrons dans les chapitres suivants que le lot d’huile de soja qui nous a servi a fabriquer
des émulsions fonctionnalisées et que nous avons utilisé pour toutes les expériences d’adhésion
a des propriétés différentes : dans le cas du mouillage non spécifique, et a la différence du cas
présent, 'angle de contact ne présente plus de déviation a la loi d”Young qui nécessite la prise
en compte d’une tension de ligne. Nous avons préféré travailler avec ce lot qui nous permettra

de voir 'effet de la formation de liens spécifiques sur le terme de tension de ligne.
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Chapitre 2
Mouillage Non Spécifique

Nous avons discuté dans un des paragraphes précédents la nécessité, pour étudier l'effet des
interactions spécifiques uniquement, de toujours réaliser des expériences différentielles entre une
premiere qui fait intervenir la somme de toutes les interactions, spécifiques et non spécifiques,
et une seconde qui ne fait intervenir que les interactions non spécifiques. Ce probleme a priori
anodin se révele plus ardu lorsqu’on est confronté a la définition exacte de la bonne expérience

témoin.

2.1 Définition de ’expérience témoin

L’angle de contact des gouttes dans les expériences témoins doit étre minimal pour laisser la plus
grande plage de mesure accessible lors de la formation de liens spécifiques. Parmi les diverses
possibilités qui s’offraient a nous, nous en avons choisi deux, dont les résultats sont équivalents

en terme d’énergie d’adhésion :

1. La premiere est réalisée a partir de gouttes réactives sur des substrats inertes : les gouttes
ont une densité I'J, de streptavidine et les surfaces de verre sont uniquement fonctionna-

lisées par du PEG-2000 (I'}, =0 pm~2).

2. La seconde est réalisée a partir de gouttes inertes sur des surfaces réactives : les gouttes
ayant une densité I'J, en streptavidine ont été préalablement passivées par une étape
d’incubation dans un exces de biotine libre. Les substrats de verre sont fonctionnalisés par

un mélange de polyéthylene glycol a une densité de Féi o+ €n PEG-3400-Biotine .
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Ces deux expériences témoins ont I'avantage, d’étre réalisées a potentiel de surface des gouttes

et des lamelles constants, puisque la densité en streptavidine I’Zbiot est fixée.

FIG. 2.1 — Comparaison entre les angles de contacts des deux

8 B
!

expériences témoins (gauche et droite) avec une expérience

-
@

laissant se développer des interactions spécifiques (centre).

Les expériences témoins font soit intervenir des gouttes ré-

—
=

actives sur des substrats inertes (gauche), soit des gouttes

Angle de Contact
(degrés)

¢

inertes sur des substrats réactifs (droite). Les deux expé-

(=]

riences témoins sont équivalentes.

Chg® D600 [, =6000+SA

Nous avons représenté sur I’histogramme [2.1] les angles de contacts obtenus pour les deux condi-
tions témoins (gauche et droite) et une condition d’adhésion spécifique (centre) pour des gouttes
dont la diametre est de 5 microns. La densité en PEG-3400-Biotine pour les conditions du centre
et de droite est fixée & environ Féi ,+=6000 pm~2 et la densité de streptavidine est de I'%,=325

um_Q .

Les deux conditions témoins sont équivalentes en terme d’angle de contact, celui ci étant de
Iordre de 10°. Alors que dans les expériences faisant intervenir des liposomes, il est possible
d’annuler I'angle de contact, avec nos émulsions, il y a toujours une adhésion minimale sur les
substrats que nous utilisons.

L’angle de contact lié a I'existence d’interactions spécifiques est de I'ordre de 25°. Cela montre
que nos deux expériences témoins sont satisfaisantes, et que dans le cas dit "spécifique" nous

mesurons bien effet de I'interaction streptavidine/biotine

2.2 Effet de la force ionique, du pH et du tensioactif

Nous avons étudié qualitativement I'influence de différents parametres physico-chimiques (Fig.
sur I’angle de mouillage non spécifique de gouttes SA ( I'%,=325 ym~?2 ) sur des surfaces de
verre PEG-2000 .

La force ionique de la solution tampon n’influe pas sur l’angle de contact non spécifique (a et
b) : nous avons fait varier & pH=7,4 fixé la force ionique de 20mM (PB) a 300mM (PBS) sans

observer de différence. Ce résultat démontre que le mouillage non spécifique n’est probablement
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(a) PB + 0,4% F127

F1G. 2.2 — Images en microscopie de contraste interférences des zones de contacts entre des gouttes nues et des
lamelles PEG2000. A pH=74 la force ionique n’a aucune influence sur 1’angle de mouillage (a et b). En revanche
P'utilisation d’un tampon MES (c) ou l'utilisation de Phosphate/Tween20 (d) induit une forte adhésion. Dans le

tampon Phosphate/F127 , le mouillage non spécifique n’est pas induit par des interactions ioniques.

pas causé par une interaction de type ionique entre le verre et les gouttes.

De la méme maniere qu’au paragraphe la présence de Tween20 dans le tampon de stabi-
lisation induit un mouillage plus important des goutte sur le substrat de verre par comparaison
avec le Pluronic F127 (a et ¢). Nous choisirons de toujours travailler avec du Pluronic F127

pour garder la plus grande plage de mesure possible sur les angles de contacts.

Enfin, nous avons diminué le pH du tampon (d), en utilisant un tampon MES a pH=5,4, toutes
choses égales par ailleurs (force ionique=20mM, Pluronic F127 ). Dans ce cas, on a une adhésion

treés importante des gouttes, avec des angles de contact dépassant 30°.

Dans les résultats suivant, les mesures ont toujours été réalisées dans un tampon
Phosphate 20mM contenant 0,2%m/m de Pluronic F127
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Chapitre 3
Mouillage Spécifique

3.1 Rappels des caractéristiques des matériaux

Nous avons mesuré 'énergie d’adhésion de gouttes d’émulsions présentant de la streptavidine
a leur surface a densité variable sur des substrats de verre fonctionnalisés par un mélange a
fraction molaire variable de PEG-2000 et PEG-3400-Biotine donc la concentration en volume

est fixée a Cpqr = 200 M.

Gouttes d’Emulsion
Densité 'Y, (um~2) 65| 130 | 195 | 260 | 325 | —
Lamelles de Verre
Zpiot (%) PEG-3400-Biotine 0 5 15 25 40 60

Densité I’ m~2 0 | 1742 | 3827 | 5912 | 9040 | 13210
biot \H

En ce qui concerne les gouttes, nous avons fait varier la concentration de greffage en Biotine-
(PEO)3-NHs de 1 & 5 mg/mL, ce qui correspond a une densité finale en streptavidine qui

s’échelonne de 65 & 325 ym~2 .

Pour les lamelles, nous avons vu que la caractérisation de la quantité de streptavidine fixée au
microscope de fluorescence était linéaire jusqu’a une fraction molaire xp;,; de 60% en PEG-3400-
Biotine . Nous avons donc fait varier xp;,: de 0% (qui définit I'expérience témoin) a 60%. La
densité en biotine Ffmt varie donc de 0 & 13000 ym~2 . La densité de biotine Féiot est donc de

10 & 100 fois plus importante que la densité de streptavidine I'Z,.
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3.2 Effet de I’adhésion spécifique sur la tension de ligne

Dans le paragraphe nous avions montré que notre technique de mesure était assez sensible
pour mesurer l'effet de la tension de ligne sur 'angle de contact des gouttes.

Nous avons représenté sur la figure [3.1{les courbes p = f(R) et cos§ = f(1/p) pour 'expérience
témoin (rouge) pour 'expérience faisant intervenir des interactions spécifiques (bleu). Rappelons
que le lot d’huile de soja que nous utilisons pour ces expériences (et les prochaines) est différent

de celui qui nous a servi a valider la technique au paragraphe [1.2.2]

(a)

F1G. 3.1 — (a) Comparaison de la
relation entre le rayon de contact
et le rayon des gouttes pour un
mouillage non spécifique et un

mouillage spécifique - (b) L’exis-
05

Rayon de contact o (um)

tence d’interactions spécifiques in-

s duit une apparition d’une tension
—— Rayon de contact (microns) - Non Spécifique o —e— Cos (Theta) - Non Spécifique

—e—Rayon de contact (microns) - Spécifique L —e— C0s (Theta) - Spécifique de ligne visible Sur le tracé du co-

0 L L L L L L 1 ) 09 . :
0 05 1 15 2 25 3 35 4 0.5 1 15 2 25 3 sinus de Pangle de contact
Rayon de la goutte R (um) 1Ip(pm'1)

L L J

On remarque tout d’abord en (a) que la formation de liaisons spécifiques augmente ’énergie
de contact entre les gouttes et le substrat, puisque la pente de la courbe bleue est plus grande

que celle de la courbe rouge. Ceci est en accord avec 'histogramme [2.2)du paragraphe précédent.

Sur le graphe (b), notons tout d’abord qu’avec ce lot d’huile de soja, I'angle de contact dans le
cas du mouillage non spécifique (rouge) ne varie pas en fonction du rayon de la zone adhérée.
La loi d’Young s’applique donc sans correction par un terme de tension de ligne. En revanche,

dans le cas du mouillage spécifique (bleu), on voit que le cos @ varie linéairement avec 1/p.

La formation de liens streptavidine /biotine spécifiques s’accompagne donc de 'apparition d’une
tension de ligne 7, dont le signe est négatif. Cette tension de ligne a un effet démouillant sur
I’angle de contact qui se trouve donc minoré. La valeur absolue de 7 varie dans nos expériences
entre 10712 et 10719 J/m suivant les conditions. La tension de ligne varie de la méme maniére

que 'angle de contact a I’équilibre.
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Dans toute la suite de ce manuscrit, les valeurs quantitatives de I’angle de contact ou des énergies
ne seront pas déduites des courbes p(R) etcos 0(1/p) ajustées, mais d'une moyenne effectuée sur
les gouttes dont le diameétre s’échelonne de 4,7 & 5,3 microns, soit plus ou moins 300 nm autour

du diamétre moyen de la population.

3.3 Mouillage Spécifique : Energie et Intensité

3.4 Energie d’adhésion ¢ en fonction de I’fn-ot

Nous avons mesuré 1'énergie d’adhésion ¢ = 7(cosfns — cosfgyng) relative a la formation de
couples streptavidine /biotine en fonction de la densité de biotine sur les lamelles an- o+ et ce, pour
quatre lots de gouttes de densité de streptavidine différentes (I'%, = 65, 130, 260, 325 ym~?2 ).
Les énergies correspondant aux densités I'Y, = 65 et 260 pm ™2 ont été mesurées sur un lot de

lamelles fonctionnalisées différent des densités I'J, = 130 et 325 ym=2 .

Le graphe montre que I’énergie d’adhésion € varie linéairement avec Féi o €t que la pente de
ces droites augmente avec la densité de streptavidine I'Y,. L’énergie d’adhésion € varie entre 1%

et 10% de la tension de surface v = 2 mJ/m? des gouttes.

1.2x104
1.0x104
—
oL 8.0x10%
_g_ Fic. 3.2 — Variation de I’énergie d’adhésion € en
< 6.0x10° fonction de 0 < T}, < 13000 pm ™2 pour des gouttes
w 4.0%10 de densité 65 < T'Y, < 325 um™2 . L’énergie spécifique
d’adhésion croit linéairement en fonction de la densité
2,0x10% P
de biotine.

Y=
0 2000 4000 6000 2000 10000 12000 14000

Cbiot (M)

Nous avons représenté sur la figure les images en épifluorescence de gouttes ('S, =325 ym=2)
adhérées sur une lamelle de densité I}, =0 pm~2 (gauche) et une autre de densité I',, ,=13210
pm~2 (milieu). Nous avons superposé en fausses couleurs une image de I'équateur de la goutte
(rouge) et une image de la zone adhérée (vert). Les zones adhérées sont parfaitement circulaires

et leur intensité de fluorescence est homogene,autorisant une mesure moyenne de densité de
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streptavidine I'%,.

Nous avons représenté sur I'histogramme de droite la densité de streptavidine I';, en fonction
de Fémt. Tout d’abord, on voit que la densité de streptavidine I'}, ~ 3300 ym~=2 est de 'ordre
de dix fois plus importante que la densité de streptavidine sur les gouttes (I'%, =325 pm=2 ).
Ceci montre qu’il y a concentration des récepteurs dans la zone adhérée. Cette concentration
est rendue possible car les protéines peuvent diffuser librement a la surface de la goutte. On
constate de plus que cette densité 'y, est indépendante de la présence de biotine sur la surface

de verre et reste constante en fonction de la densité de biotine an'ot'

300 7 — = ==

0 3827 5912 9040 13210

ﬁbiot (r?)

F1G. 3.3 — Superposition en fausses couleurs des images en fluorescence de la zone de contact et de I’équateur
d’une goutte d’émulsion de densité I'Y, = 325 um™2 pour l'expérience témoin avec I'h;,,=0 um™2 (4 gauche)
et pour une expérience avec I'};,,=13210 pm~2 (au centre). Les zones d’adhésion sont parfaitement homogeénes
et il y a une la densité de streptavidine I'%, est supérieure a I'J,. A droite : Histogramme de comparaison de
la densité de streptavidine dans la zone de contact I'?, mesurée par microscopie en fonction de T, ,, pour une
densité T'9,=325 um~2 . Cette densité est constante, et égale & la densité de protéines dans le cas de Pexpérience

témoin non spécifique.

La densité de streptavidine recrutée dans la zone adhérée I's, diminue en fonction de la densité

initiale de streptavidine sur les gouttes I'Y, comme nous I’avons représenté sur la figure

Les ligands PEG-3400-Biotine sur la lamelle sont fixes et ne peuvent diffuser dans le plan. Nous
pouvons donc a priori convertir trés simplement 1’énergie d’adhésion € en une densité de liens
streptavidine/biotine I'?, :
b g
Fsa — ﬁ (31)

ou U = 35kT est ’énergie de liaison streptavidine/biotine.
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35001
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8 2750 F1G. 3.4 — La densité de streptavidines I'2, piégées
QL 2500 dans le film adhéré augmente avec la densité de strep-
tavidines sur la goutte I'Y,.
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Nous avons tracé sur le graphe les droites I, en fonction de la densité de biotine an-ot pour
quatre densités T, = 65, 130, 260, 325 yum~2 . On constate que I'%, est toujours inférieur & 900
pum~2 et est donc inférieur & I's,. On conclut donc que toutes les streptavidines dans la zone
adhérée ne sont pas liées a de la biotine, alors que la densité de biotine est largement suffisante
pour que toutes le soient. La proportion de streptavidines liées varie de quelques pourcents a

environ 20% de la densité I'Z,.

900, . 2
65]1"1_ %
8001 . 43 a2
— T00| * 263;1m'2
o
c 600,
=. 500 F1G. 3.5 — Variation de la densité de liens strepta-
S—
< 400 vidine/biotine I'%, formés en fonction de 0 < T}, , <
.nm 2001 13000 um72 pour des gouttes de densité 65 < I'Y, <
~ 200 325 pm~2 . La densité de lien est déduite du rapport
100! entre € et I’énergie de liaison streptavidine/biotine.
0= v T — - v . ]
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000

Cpiot (1mi?)

L’énergie d’adhésion ¢ et la densité de streptavidines liées I'%, associée varient linéairement avec
la densité de biotine sur la lamelle. Toutefois, la densité effective de streptavidines dans la zone

adhérée T%, est toujours supérieure a I',.
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3.4.1 Recrutement des protéines dans la zone adhérée

L’accroissement de densité de streptavidine dans la zone adhérée ne peut pas étre attribué a la
biotine sur la lamelle, puisque la présence seule de PEG-2000 permet d’observer le phénomeéne.
On peut estimer I’énergie gagnée (§ par une streptavidine & étre dans la zone adhérée plutét

qu’en dehors, a partir de I’égalité des potentiels chimiques entre les deux phases :
Hog + KT InTE, = pg, + kTInI%, + 3 (3.2)

Dans le cas d’une expérience témoin (T fn- o =0 pm~2 | T'9,=325 ym~2 ), le nombre de streptavi-
dines dans la zone adhérée est faible devant le nombre total de streptavidines sur la goutte (Fig.

[3.3|(centre). Nous pouvons donc écrire :

re 2
=Kl ~kTln % — —2,3kT (3.3)

Il est donc énergétiquement favorable pour une streptavidine d’étre recrutée dans la zone de
contact des gouttes, méme si ce gain d’énergie est faible. Les travaux de Leckband et al. [87,
145 [146] ont montré qu’une interaction attractive entre une macromolécule de polyéthylene
glycol et la streptavidine pouvait exister, sous certaines conditions, et conduisait a une adhésion
entre les deux especes. En effet, le polyéthylene glycol peut adopter une conformation locale
qui rend la chaine partiellement hydrophobe et ainsi apte a se lier aux domaines hydrophobes
externes de la streptavidine. A partir d’une extrapolation de leurs résultats & notre densité de
greffage en chaines PEG-2000 , on peut estimer cette interaction a environ 3 kT par streptavidine,

estimation en accord avec le résultat du calcul précédent.

3.4.2 Gélification des streptavidines dans la zone adhérée

A partir des mesures de densité I',, nous pouvons déduire une distance moyenne entre deux
streptavidines dans la zone adhérée. Pour une densité I'}, = 3300 um~2 , la surface par protéine

est de 300 nm?. La distance moyenne est donc de d = N% = 9,80 nm.

La streptavidine cristallise facilement [139, [40] & 'interface air/eau sur une monocouche de li-
pides biotinylés en un réseau cristallin bidimensionnel carré dont le pas est de 8,3 nm. La distance

entre deux streptavidines centre a centre est donc de 5,6 nm.

Si l'on tient compte du fait que les protéines ne sont probablement pas ordonnées dans le film
d’adhésion et que la présence des PEG-2000 , PEG-3400-Biotine et Pluronic F127 augmente
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la distance entre elles, la distance d que nous avons mesurée a partir de la densité nous laisse
penser que les streptavidines sont dans un état condensé. Sans supposer que les protéines ont
effectivement cristallisé, nous pensons qu’elles forment une sorte de gel ou de verre bidimension-

nel au sein duquel la diffusion brownienne individuelle est tres fortement atténuée.

Notre hypothése de condensation des streptavidines dans le film adhéré
est confortée par 'existence, dans certains cas, de "fractures" au sein
de la zone d’adhésion qui ne cicatrisent pas avec le temps (Figure ci-

contre).

3.5 Modele descriptif et simulation numérique

Partant du fait que les streptavidines piégées dans le film d’adhésion sont condensées et inca-
pables de diffuser individuellement, nous pouvons proposer un modele trés simple des expériences
que nous avons menées : I’adhésion entre la surface de la goutte et la surface du verre s’effectue
entre deux réseaux solides vitreux - le réseau de PEG-3400-Biotine et le réseau de streptavidine
- dont les distances moyennes entre les molécules et les protéines sont connues par les mesures
de densité I'}, et I't,. La densité de liens formés I'%, correspond & la densité de streptavidines

qui se trouvent au voisinage proche d’une biotine (Fig. 3.6)).
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o + + +
% ’ ’ . . . .
+ : * 5 + + représentées par les crois bleues, les biotines libres par les cercles rouges et les
+
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Les deux réseaux sont des réseaux carrés auxquels on a ajouté un bruit gaussien de moyenne
nulle et d’écart-type égal au quart du pas. Bien que ces réseaux ne soient pas parfaitement
aléatoires, ils permettront de valider la tendance de notre modele. Les streptavidines sont consi-

dérées comme ponctuelles et les biotines sont en modélisées par un disque de capture de rayon
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re qui constitue le parametre ajustable du modele.

Apres avoir formé les deux réseaux, on tire aléatoirement une position et un angle relatif entre
eux et on dénombre les liens formés. Si une streptavidine tombe dans un disque de rayon 7,
alors nous considérons qu'un lien se forme, et dans le cas contraire, biotine et streptavidine sont
considérées comme non liées (Fig. . Les densités ', sont trés robustes vis-a-vis des positions

relatives des deux réseaux.

NN RN

B8 8B E .85 B
[ T;

F1G. 3.7 — Représentation schématique de la méthode employée pour fixer la streptavidine sur les lamelles

fonctionnalisées par les mélanges polyéthyléne glycol et PEG-3400-Biotine & différentes fraction molaires.

Nous avons représenté sur la figure I’évolution, a I'y, constante , de la densité I‘Za pour
six densités croissantes de PEG-3400-Biotine sur la lamelles. On voit que 'augmentation de la
densité de biotine induit une augmentation de la densité de streptavidines liées, symbolisées par

des points noirs.

Dans un premier temps, nous avons calculé ’évolution de I'%, en fonction de an-ot et du rayon
de capture 0 < r. < 2 nm, pour une densité dans le film d’adhésion I'y,= 3333 protéines par
pm 2. Pour diminuer les temps de calculs, nous nous avons limité le nombre de points des ré-
seaux et nous avons calculé '), pour une dizaines de densités I'}, .. Sur la figure les points
correspondent aux résultats du modele que nous avons ajustés par des droites. Nous constatons
que le modele prédit une évolution linéaire de Fga en fonction de an.ot , quelle que soit la valeur
du rayon de capture 7, ce qui est conforme a nos résultats expérimentaux. Pour une densité de

biotine donnée, plus 7, augmente et plus I'?, augmente.
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FIG. 3.8 — Evolution linéaire de la densité T'%, (aze F1G. 3.9 — Evolution de la densité I'%, en fonction
b
de gauche) et du rapport Il:ga (aze de droite) en fonc- de I'l,,, pour un rayon de capture r.= 1 nm et une
tion de I';,,, pour une densité I',= 3333 ym~?2 . Le densité T'%, allant de 2000 & 5000 um ™2 . La densité de
parameétre que ’on fait varier est le rayon de capture streptavidine capturée est moins sensible a I'?, qu’elle
de 0 <7, <2nm. ne l'est & rc.

Dans un second temps, nous avons fixé le rayon de capture & une valeur intermédiaire de r.=1
nm, et nous avons tracé 'évolution de I'’, en fonction de T,  , le paramétre étant cette fois-ci
la densité 2000 < I'2, < 5000 um*Q . Le modele est moins sensible (Fig. D au parametre I'5,

qu’a re.

3.6 Comparaison entre le modele et les expériences

Pour confronter le modele numérique que nous avons développé dans le paragraphe précédent a
nos données expérimentales, nous avons choisi parmi les mesures de la figure 3.2 deux conditions
de densité I'?, égales & 130 et 325 ,um_2 . Les densité I'5, correspondantes sont respectivement

égales & 2400 et 3330 pum~2 (Fig. [3.4)

Nous avons représenté sur la figure la superposition des données expérimentales et des ajus-
tements réalisés a partir de notre modele numérique dont seul le rayon de capture r. est un para-
metre ajustable. L’ajustement des données s’effectue pour un rayon de capture 1,05 < r. < 1,15

nm.

Le rayon de gyration d’'un PEG-3400-Biotine fixé a une surface par une de ses extrémités est de
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3,5 nm (cf.|B.1)). Nous avons fait I'hypothése que I'espace entre la goutte et le substrat était une
phase condensée de polymere et de protéine adhérées. La valeur du rayon de capture que nous

trouvons est valide vis-a-vis de cette interprétation.

3.7 Cinétique de croissance du rayon de contact

Nous avons mesuré dans un des cas les plus favorables (I'Y;=325 /um 2, I'\. . =13200 /um ?) la

cinétique de croissance du rayon de contact d’une goutte sur le substrat (3.11)).

Le temps de pose de chaque acquisition est de 20ms, et 'incrément de temps entre deux ac-
quisitions est de 70ms. Le début de la cinétique est détermine visuellement : dés que la goutte

commence a adhérer, sa position dans le plan est fixe.

La courbe du rayon est ajustable par une loi exponentielle de type p(t) = po(1 — exp <£)) avec
une valeur de t. ~ 28secondes.

D’apres nos expériences décrites dans les paragraphes précédents, la cinétique de croissance ne
peut faire appel a des mécanismes de diffusion individuelle des streptavidines, puisque dans ce
cas, toutes les streptavidines seraient aptes a trouver une biotine complémentaire sur la lamelle.
Parmi tous les modéles publiés, un seul fait apparaitre une croissance exponentielle du rayon
de contact, tous les autres sont basés sur des lois de puissance [20} [38]. Si nous reprenons le

modele exponentiel de Cuvelier et al. , le temps caractéristique de la loi cinétique est liée a une
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Fic. 3.11 — Cinétique de crois-
sance du rayon de contact en fonction
du temps. Un ajustement exponentiel
p(t) = po(1 —exp (i)) convient, et la
constante de temps t. = 28 s.

Rayon de conact imicrens)

1] 50 100 150 200 250 300
tamps (3}

compétition entre une dissipation visqueuse dans le film de liquide adhéré et la loi d’Young.

Dans ce cas, le temps caractéristique peut s’exprimer comme :

_ 3InR
462

(3.4)

ou [ ~ 10 est une facteur numérique; n est la viscosité su solvant dans le coin de liquide; v le

tension de surface de la goutte, R son rayon et 8, I’angle de contact a 1’équilibre.
Avec nos valeurs numériques (v = 1073 mN/m, R = 3um , 6,=0,45, t,.=30 s) on a :

n ~ 60Pa.s (3.5)

En considérant cette valeur de viscosité du film qui est entre 4 et 5 ordres de grandeurs plus
grande que celle de ’eau, on peut estimer a partir de [92] une épaisseur de film comprise entre

1 et 5 nm, ce qui rend le mécanisme précédent plausible.

3.8 Et si nous diminuons le taux de couverture en polyéthyléne

oxyde sur les lamelles...

Les résultats suivants ont été obtenus avec une concentration totale C,,q, = 100 M en mélange
PEG-2000 /PEG-3400-Biotine . Les résultats que nous présentons ici sont donc tres qualitatifs,
toutefois, il permettent de tracer une tendance du phénomene d’adhésion qui présentent des

différences notables avec le cas précédent.
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Nous n’avons pas caractérisé de maniere aussi exhaustive les substrats de verre que nous avons
utilisés ici. Aussi, nous ne connaissons pas les correspondances entre la fraction molaire en volume
de PEG-3400-Biotine (0% < xpior < 60%) et sa densité surfacique, hormis le fait que le taux de

couverture en polyéthyléne oxyde est plus faible que précédemment.

3.8.1 Effet de la densité de PEG-3400-Biotine

Nous avons mesuré ’énergie d’adhésion spécifique € en fonction de zp;r (Figl3.12)) pour un lot
de gouttes ayant une densité de streptavidine I'Y, = 400 ym~2 . Ces mesures ont été réalisées

dans un tampon Phosphate/Tween20 .

1510" [

F1G. 3.12 — L’énergie d’adhésion spécifique e (I'Y, = 400 ym™2 , 0 <

Thiot < 69%, Phosphate/Tween20 ) varie linéairement avec la densité de

Energie (Nim)

st | biotine sur la lamelle.

L ! I
0 20 40 B0 80 100 120
Fraction Molaire PEG(3400) Biotine

L’énergie d’adhésion e croit linéairement avec la densité de biotine, comme dans le cas pré-
cédent et les ordres de grandeurs sont comparables. Nous avons vérifié qu’avec un tampon

Phosphate/F127 le comportement de ¢ était similaire en fonction de xp;ut.

3.8.2 Structure de la zone de contact en couronne

Nous avons, de la méme maniere que dans le chapitre précédent, observé en épifluorescence la
répartition des streptavidines fluorescentes dans la zone de contact (Fig. et [3.14)).

Sans tout de suite entrer dans les détails, on voit sur trois des quatre images des figures [3.13] et
[3-14] que la répartition des streptavidines dans la zone de contact n’est plus du tout homogene,

mais & une forme en couronne parfaitement définie.

Cette existence de couronne fluorescente ne s’accompagne pas d’une variation d’épaisseur du
film. Le profil d’intensité suivant un diametre de la zone d’adhésion en RICM est similaire a

celui présenté sur la figure
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Pour nous assurer que 'effet de couronne n’était pas lié a une diminution du rendement quantique
des fluorophores dans la région centrale (causée par du quenching ou de ’absorption), nous avons
effectué un expérience avec des gouttes fonctionnalisées par un mélange de streptavidine non
fluorescente et de streptavidine fluorescente dans un rapport 90/10. Dans ce cas, les observations

sont identiques, la couronne existe.

Fic. 3.14 — Gouttes avec une densité I'%,=65
pm~? diluées dans Phosphate/F127 . (a) Zpiot =

5% : la répartition des protéines est homogene; (b)

Fia. 3.13 — Images en fluorescence de la zone
d’adhésion pour des gouttes de densité T'9,=65
um72 (PBT). Dans les deux cas, (a) Tpiot = 5% et (b)

, . Zbiot=60% : la répartition des protéines est en forme
Tpiot=60%, la répartition est en forme de couronne

de couronne.

Les images de la figure et ont été réalisées avec un lot d’émulsion de densité en strepta-
vidine I'Y, = 65 um~2 . Le cas (a) correspond & des lamelles avec une fraction molaire xp;o;=5%,
et le cas (b) & xpior = 60%. Les gouttes de la figure étaient suspendues dans un milieu
Phosphate/Tween20 , alors que celles de la figure étaient dans un tampon Phosphate/F127

Sur la figure 3.13] on voit que la structure en couronne existe quelle que soit la quantité de
biotine sur la lamelle. En fait, méme dans le cas de ’expérience témoin, cette répartition en

couronne existe. Les trous ont souvent des formes légérement irrégulieres.

En revanche, la figure montre que la répartition en couronne n’est visible que pour xp;,; =
60%. Pour une fraction zp;,; = 5%, les zones d’adhésion sont homogenes. Les trous sont plus
resserrés que dans le cas précédent, et la forme de la couronne est beaucoup plus réguliere.

Nous nous sommes intéressés a ’évolution de la répartition des protéines en fonction de 0 <
Thiot < 60% (Fig. de a & d) pour des gouttes de densité I'Y, = 65 um~2 dans du Phos-
phate/F127 . On passe d’une répartition en disque plein parfaitement homogene & une réparti-
tion en couronne. Sur les images b et ¢ commence a apparaitre une structuration des protéines.

Nous pouvons constater sur la courbe d’intensité radiale du cas d qu’au centre de la couronne,
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Caondition {b)
Condition {a)
Condition (c)
100 H = Condition (d)

F1G. 3.15 — Evolution de la répartition des protéines dans
la zone d’adhésion ('Y, = 65 ym~2 ,Phosphate/F127 ) en

fonction de xp;or . — Droite : nous avons représenté une coupe

Intensité Normalisee (%)

radiale de l'intensité des images. Au centre de la couronne,

Iintensité n’est pas nulle. Pour les cas intermédiaires (b) et

(c), un début de structuration apparait. n.b. : le contraste des

images a été modifié. 0 20 40 80 80 100
Abscisse Normalisée

I'intensité reste supérieure au signal de noir, indiquant que des protéines sont présentes.

3.8.3 Cinétique de formation de la zone de contact

Nous avons filmé en épifluorescence (Fig. [3.16)) la formation d’une zone d’adhésion dans un cas
similaire au cas d de la figure (Tpior = 60%, T'9y = 65 um~2 | Phosphate/F127 ) avec une

résolution temporelle de ’ordre de la centaine de millisecondes.

Un observation attentive des premiers instants montre que la zone deplétée au centre de la zone
de contact existe des le début de la croissance. Ce résulta contraste avec la cinétique de crois-

sance de la figure [3.11] ou les zones d’adhésion croissaient de maniére extrémement homogene.

Bien que nous n’ayons pas de film a présenter pour le cas a de la figure [3.15] nous avons observé
que le scénario de formation d’adhésion est dans les premiers instants similaires au cas d, et
I’homogénéisation de la répartition s’effectue dans un second temps, par diffusion des protéines
dans la zone deplétée. Dans ce cas encore, le scénario de formation de la zone d’adhésion, bien

que celle-ci soit au final tres homogene, est différent de celui de la figure [3.11]

Ces zones d’adhésion en couronne ont été observées par Cuvelier et al. [37, p. 109] dans le cas
de ’adhésion de vésicules fonctionnalisées par de la streptavidine sur des substrats de verre sur
lesquels on a préalablement adsorbé de la caséine biotinylée. L’interprétation donnée prend en

compte une compression des molécules de polyéthyléne oxyde de la lamelle et de la vésicule lors
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F1G. 3.16 — Gauche : Cinétique de croissance de la zone d’adhésion en épifluorescence pour nos gouttes d’émulsion
g
(Tbiot = 60%, 'Y, = 65 um~2 , Phosphate/F127 ). La zone deplétée apparait dés les premiers instants. — Droite :

Images en fluorescence de croissance de la zone d’adhésion pour des vésicules lipidiques. Adapté de [37, p. 109]

de ’approche des surfaces qui expulserait la streptavidine avant qu’elle n’est pu se lier.

Nous proposons une interprétation différente basée sur nos observations : nous avons la démons-
tration qu’il existe deux régimes, un régime ou un recrutement spontané non spécifique des
protéines a lieu (lié & une transition de phase) et un second régime ou le recrutement spontané
n’intervient pas et qui est tel qu’au contraire, le drainage du film entraine une expulsion des
protéines avant qu’elles aient le temps de rediffuser. Ce second régime met en évidence une to-
pologie finale de la zone adhérée tres différente. Nous faisons I’hypothése que cette stucturation
est entierement gouvernée par des phénomeénes d’obstruction moléculaire intrinséques au confi-
nement a 2D. Plus précisément, c’est la compétition entre la diffusion passive et la capture sur
la surface qui orientera vers une obstruction précoce ou plus retardée, autorisant dans ce dernier

cas une cicatrisation total du film.

Avec l'aide de Jean-Francois Muzyﬂ nous avons effectué une simulation numérique (Monte-
Carlo) de la cinétique de répartition des streptavidines dans la zone adhérée (Fig. . La
simulation considere un nombre fixe de streptavidines IV diffusant avec un coefficient D sur un
disque de rayon R fixé. Une protéine, a chaque pas de la simulation, a une probabilité p de se
fixer de maniére irréversible sur la surface.

La simulation ainsi construite fait apparaitre deux temps caractéristiques t; = p~! et to = R?/D
dont le ratio 3 = t1/t2 est notre parametre. Physiquement, [ représente la compétition entre

la réaction et la diffusion de la streptavidine dans la zone adhérée. Si § < 1, une protéine a le

!CNRS UMR 6134, Université de Corse, 20250 Corti, France muzy@univ-corse.fr


muzy@univ-corse.fr

122 CHAPITRE 3. MOUILLAGE SPECIFIQUE

F1G. 3.17 — Evolution de la répartition des
streptavidines dans la zone adhérée en fonc-
tion du ratio 8 = pR?/D associé la compé-

tition entre la réaction et la diffusion d’une

protéine. On remarque que plus  augmente

et plus le trou s’agrandit.

temps d’atteindre le centre du disque et la répartition dans la zone de contact est homogene (Fig.
3.17Fgauche). Si 5> 1, les protéines réagissent sur le bord, empéchant les autres de diffuser vers
le centre droite). Avec ces deux parametres, la simulation permet notamment de retrouver

la transition entre les zones d’adhésion non trouées (Fig. a) et les zones en couronne (Fig.

BT
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E travail de cette thése a consisté a réaliser et a caractériser des émulsions fonctionna-
lisées observables en microscope optique, puis & étudier leur adhésion sur des substrat
biomimétiques par la mesure de leur angle de contact en fonction des liens spécifiques

formés. L’ensemble constitue une premiere étape vers la fabrication d’émulsions doubles fonc-
tionnalisées capable d’adhérer a des cellules tel que le projet avait été défini au tout début.
Ce travail a montré notamment que les émulsions constituent une nouvelle surface modele aux

propriétés originales pour ’étude biophysique de 'adhésion cellulaire.

Pour obtenir nos émulsions, nous avons développé une méthode de greffage covalent in-situ d’une
biotine amino modifiée a I'interface des gouttes en solution aqueuse. Les émulsions réalisées a
base d’huile de soja contiennent des traces d’acides libres dont on peut utiliser les groupements
carboxyliques pour former des liaisons peptidiques avec les ligands en utilisant un agent de
couplage. Nous avons montré que malgré leur métastabilité, des émulsions formulées a partir
d’huiles végétales pouvaient subir plusieurs étapes de chimie ainsi que de nombreux lavages sans
étre dégradées. Ces protocoles adaptés avec succes a d’autre émulsions par Mathieu Goutayer,
doctorant au laboratoire, notamment dans le cadre de fabrication d’agents de contraste cibles na-

nométriques a partir d’huiles fortement dopées en lecithine de soja et sur des huiles cristallisables.

Nous avons mis au point une méthode de caractérisation des gouttes utilisant un cytometre en
flux, qui permet de mesurer a la fois la fluorescence (donc la densité de protéines a la surface)
et la taille de chaque goutte de I’échantillon. Pour ce faire, nous avons appliqué la théorie de
Mie au montage optique du cytometre et nous avons exploité numériquement les signaux de
diffusion vers I’avant et sur le coté pour mesurer la taille de chaque goutte passant devant le
détecteur. Le cytometre permet de mesurer des tailles de gouttes dont le diametre s’échelonne
entre 1 et 10 microns et permet de s’affranchir du probléme de la polydispersité des échantillons
qui limite les techniques classiques de mesure comme la diffusion statique de la lumiere. Le cy-
tometre permet bien évidement de connaitre la distribution de taille d’une émulsion a partir des
valeurs individuelles des tailles de gouttes, mais aussi la loi de variation de I'intensité de fluores-

cence en fonction de la taille qui permet de suivre la chimie des greffages que nous avons réalisés.

Ainsi, les émulsions que nous avons réalisés ont pu atteindre, grace a 'utilisation du cytometre,
un niveau de précision inégalé dans la caractérisation de la fonctionnalisation, par comparaison

avec les objets souples communément utilisés dans les expériences modeles d’adhésion cellulaire.



126

Pour pouvoir mesurer les valeurs des angles de contacts en fonction des conditions de fonctionna-
lisation des substrats de verre et des gouttes, nous avons développé une méthode de microscopie
qui permet, statistiquement sur plusieurs dizaines de gouttes, de mesurer le diametre de la zone
d’adhésion en RICM, la répartition quantifiée des protéines qu’elle contient et la taille de la
goutte en transmission. On peut ainsi, en utilisant a bon escient la légere polydispersité des
gouttes, obtenir la courbe de variation du rayon de la zone de contact en fonction du rayon des
gouttes et mesurer tres précisément les écarts de 1’énergie d’adhésion a la loi d”Young-Dupré que
Ion a attribué a ’existence d’une tension de ligne. Il serait judicieux, dans le cas de I'adhésion
non spécifique de paragraphe [1.2.2] de refaire des mesures de tension de ligne avec des émul-
sions formulées a partir d’huiles mieux caractérisées et chimiquement plus simples qu’une huile

végétale.

Une des conclusions essentielles de ce travail concerne I'existence d’un recrutement non spécifique
spontané des protéines. Ce recrutement intervient lorsque la densité de greffage en polyéthylene
glycol atteint un certain seuil. En dessous de ce seuil le scénario apparait comme plus classique :
le drainage induit une expulsion des protéines qui diffusent ensuite vers la zone d’adhésion depuis
les bords. Ces deux régimes conditionnent la structure de la zone adhésive, ainsi que le nombre

maximum de couples ligand-récepteur recrutés.

Nous avons montré que dans les deux cas, la formation de liens streptavidine/biotine s’accom-
pagne de 'apparition d’une tension de ligne dont la valeur varie comme 1’énergie d’adhésion et
I’angle de contact. L’origine microscopique de cette tension de ligne est encore obscure, néan-
moins les liens spécifiques sont directement impliqués. On peut donc raisonnablement évoquer
I'apparition d’hétérogénéités a des échelles de quelques nanometres comme origine probable. De
plus, nous avons démontré que 1’énergie d’adhésion relative aux interactions spécifiques variait

linéairement en fonction de la densité de biotine sur les lamelles.

Dans le régime de recrutement spontané, les mesures d’intensité de fluorescence ont montré que
la densité de streptavidine dans la zone de contact était constante et toujours tres supérieure
a la densité de streptavidines liés & de la biotine. Alors que I’enrichissement en couples ligand-
récepteur a été observé dans le cas de surfaces liquides en présence d’interactions spécifiques
[111], l'existence d’un pré-recrutement rapide des streptavidines, que nous avons associé a une
faible énergie d’adhésion non spécifique (~ 2,3kT) des protéines avec les polyéthylene oxyde

du verre, n’a a notre connaissance jamais été observé. Les streptavidines piégées dans la zone
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d’adhésion ne peuvent plus diffuser individuellement et sont donc incapables de toutes réagir
avec les biotines de la lamelle, pourtant en large excés. Nous avons réalisé un modele tres simple
de superposition de deux réseaux solides aléatoires avec un seul et unique parametre ajustable
qui est le rayon de capture des PEG-3400-Biotine sur la lamelle. Ce modéle permet de prédire
les données expérimentales en prenant un rayon de capture de 'ordre du nanometre, valeur qui
est compatible avec l'interprétation que nous avons donnée d’une phase condensée dans le film

d’adhésion.

En résumé, ces travaux expriment deux aspects nouveaux concernant la formation de zones
adhésives spécifiques. Ils sont certes obtenus a partir de systémes modeles, mais permettent

d’exprimer deux lois empiriques fondamentales :

1. Le confinement peut créer des conditions thermodynamiques brutalement tres différentes
des conditions en volume, dictées par les surfaces et ainsi conduire a des recrutements

spontanés des protéines.

2. Dans une situation de confinement, ’obstruction moléculaire est une conséquence qui est
démontrée par nos expériences. En effet, la formation de couronnes induite par cette obs-

truction démontre que la localisation des ligands conduit a une structuration.

Nous terminons en évoquant les conséquences éventuelle de ces deux nouvelles lois sur la forma-
tion de synapse immune chez le lymphocyte B [86] : La loi 1 peut conduire a un effet catalytique
extrémement efficace. La loi 2 démontre que si on considére cette fois des surfaces liquides telles
que la diffusion passive est rendue possible, alors le phénomeéne d’obstruction précédent se tra-
duira par un phénomene d’exclusion. Ceci autorisera les ligands réactifs a se localiser tout en

expulsant ceux qui ne le sont pas. Ceci est en parfait accord avec les résultats observés.
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Annexe A

Techniques de mesure de particules
colloidales : taille et dosage

biochimique

A.1 Techniques de dosage biochimique de particules

Pour mesurer la concentration en molécules a la surface de particules colloidales, il est possible
d’utiliser des techniques colorimétriques ou spectrofluorométriques. Des méthodes basées sur la
mesure de la radioactivité existent, mais nécessitent tres souvent un appareillage et des condi-

tions particulieres de mise en ceuvre, c’est pourquoi nous n’en parlerons pas dans ce chapitre.

Pour doser une concentration de protéines, la premiere méthode existante consiste a mesurer
I’absorbance a deux longueurs d’ondes : une située dans le proche ultraviolet (280nm) et I’autre
dans le lointain (205 nm). L’absorbance d’une espéce chimique A est reliée & sa concentration
par la loi de Beer-Lambert par la connaissance du coefficient d’extinction molaire a la longueur

d’onde d’étude et a la longueur du chemin optique de la cuve exprimée en centimetre :

A)\ 26)\.C.l (Al)

Absorbance dans 1’UV lointain : L’absorbance des protéines dans le lointain UV provient
de la présence des liaisons peptidiques [70, [141], notamment celles qui sont liées a des
groupements Trp, pHe, Tyr, Cys, Met et Arg. Il y a peu de variations d’absorption entre

deux protéines différentes, donc il est possible par cette méthode d’obtenir une mesure
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absolue de la concentration. La principale difficulté de mise en ceuvre tient au fait que
les spectrophotometres classiques n’ont pas un tres bon rendement dans I’UV lointain. De
plus, a cette longueur d’onde, ’absorbance du dioxygéne et des tampons est non négligeable

et contribue & fausser les mesures.

Absorbance dans 1’UV proche : L’absorbance a 280 nm d’une protéines est causée par la
présence dans sa structure primaire d’acides aminés Trp, Tyr et Phe et de 'existence de
ponts disulfures dans sa structure tridimensionnelle [68, [90]. Ces caractéristiques étant
treés variables d’une classe de protéine a l’autre, ’absorbance a 280nm varie de 1 a 4 (pour
les protéines de laine, riches en Trp). En général, elle varie de 0,5 a 1,5. Il n’est donc
pas possible d’avoir une mesure absolue a partir de cette méthode. En revanche, il est
possible de calibrer un appareil a partir de 'absorbance de ’albumine bovine qui a été
définie comme standard (& 1 mg/mL, Agp=0,66). Il est possible d’estimer le coefficient
d’extinction molaire d’une protéine a 280 nm a partir des coefficients d’extinction molaire
et de la répartition molaire des acides aminés Trp, Tyr et Cys au sein de la protéine :

5690n Ty, + 12801071y + 12000y
Masse Molaire

A280 =

La deuxiéme grande famille de méthodes de dosages de protéines consiste a mesurer la variation
d’absorbance a une longueur d’onde donnée d’une espéce chimique qui se fixe sur la protéine
(Bradford) ou qui réagit avec un des produits de la réaction des liaisons peptidiques avec le

cuivre dans des conditions basiques (Lowry, BCA)

Méthode de Lowry : En milieu basique, les liaisons peptidiques, essentiellement celles liées
au Trp et & la Tyr, réagissent avec le cuivre suivant la réaction de Biuret. Le Cu™ réagit
avec le réactif de Folin [I02], ce qui produit une intense couleur bleue. Cette méthode est
une des plus anciennes méthodes colorimétriques. Bien que la sensibilité a la présence de
Trp et de Tyr rende impossible un dosage absolu, il est possible de se référer aux nombreux
dosages publiés pour obtenir des valeurs standard. Les principaux inconvénients liés a cette
méthode concernent le fait qu’il faut chauffer assez fortement pour hydrolyser les liaisons

en présence de cuivre et que le résultat obtenu est sensible aux surfactants.

Méthode BCA (BiCinchoninic Acid) : Cette méthode est basée sur le méme schéma que
la méthode de Lowry, mais dans ce cas, on détecte la présence de Cut en conditions
basiques par sa réaction avec l’acide Bicinchroninique [149]. La réaction se manifeste par la

présence d’une couleur violette, dont on mesure ’absorbance a A=562 nm. Contrairement
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a la méthode de Lowry, cette méthode s’effectue en une étape. En revanche le résultat

obtenu dépend a la fois de la quantité de protéines et du temps d’incubation.

Méthode de Bradford : Cette méthode est plus simple que les deux précédentes. On utilise
un colorant, le Coomassie Blue 250 qui a la propriété de s’attacher a la protéine que 'on
veut doser [21]. Le colorant présente quatre formes acido-basiques dont trois prédominent a
pH acide (les pKa des couples sont de 1,15; 1,82 et 12,4). Ces trois formes prédominantes
absorbent respectivement & A=470 nm (rouge), A=650 nm (vert) et A=590 nm (bleu). La
forme bleue se fixe sur les protéines. On mesure donc la concentration en protéines en
mesurant ’absorbance a 590 nm. Le colorant se fixe préférentiellement sur les résidus Arg

et Lys, donc la quantification absolue n’est pas possible avec cette méthode.

Cas Particulier de la Biotine Pour doser de la biotine en solution ou liée & une protéine,
on utilise une méthode de dosage compétitif faisant intervenir de ’avidine et un analogue de
la biotine, la molécule HABA, qui se lie a ’avidine avec une constante d’affinité beaucoup plus
faible que la biotine [75] : dans une solution de HABA/Avidine on ajoute la solution a doser
en biotine et a chaque fois qu'une biotine se lie a de ’avidine, une molécule HABA repart en
solution. La spectre d’absorption du HABA change suivant si la molécule est liée ou non a de
I’avidine ce qui permet de mesurer la quantité de biotine dans la solution. Cette méthode est tres
bien documentée, notamment sous la forme de fiches techniques de tous les fabricants (Pierce,
Interchim). Elle est particulierement bien adaptée pour doser les rendements de biotinylation de

protéines mais ne permet que difficilement de doser des concentrations inférieures & 1075 mol/L

A.2 Techniques de mesure de taille

Dans le domaine des émulsions, les techniques faisant appel a une analyse de la diffusion de
lumiéere [28] sont tres utilisées, notamment pour leur relative facilité d’utilisation et 1’existence
d’appareils commerciaux considérés comme classiques (Malvern Mastersizer). Toutes les tech-
niques de mesure de taille (diffusion, ultrasons, etc.) ont un point commun : leur mesure est
effectuée en moyenne sur I’ensemble de la population de gouttes. Aussi leur justesse de mesure
diminue a mesure que la distribution de taille devient trés polydisperse puisque le parametre
mesuré ne varie pas de maniére monotone en fonction de la taille des objets. Nous présenterons

toutefois une technique inspirées des méthodes de séparation chromatographiques, la FFF, qui
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permet de séparer une population en fractions de taille égales et de réaliser une mesure sur les

tailles ainsi séparées.

A.2.1 Diffusion de la lumiére : mesure moyenne

Lorsqu’un élément de matiere est soumis a un rayonnement lumineux, certains rayons inter-
agissent avec le moment dipolaire des molécules. Ces molécules sont alors excitées et répondent
au champ électro-magnétique par une oscillation de leur densité électronique. Chaque molécule
se comporte alors comme un petit dipdle oscillant qui rayonne dans tout l’espace un champ

électro-magnétique diffusé : c’est le phénomeéne de diffusion de rayonnement.

Pour un systeme donné de particules colloidales de méme taille assez dilué, soumise a une
agitation brownienne, la lumiere diffusée présente des variations temporelles rapides liées aux
mouvements des particules. La récupération de ce signal et le calcul de la fonction de corrélation
temporelle associée permet de déduire, moyennant la connaissance de la viscosité du milieu, le
rayon hydrodynamique moyen des particules a partir de la mesure du coefficient de diffusion et
de la relation d’Einstein. Cette technique de mesure de Diffusion Dynamique de la Lumiere est

utilisée pour des particules colloidales petites dont le diamétre ne dépasse pas quelques microns.

Pour des particules dont les tailles sont supérieures au micron, on lui préfere la technique de
Diffusion Statique de la Lumiére qui mesure (ou interpole) le facteur de forme des particules a
des angles différents a partir de la mesure de I'intensité moyenne diffusée. Dans le cas de spheres,
le calcul exact de la relation entre l'intensité diffusée, la fraction volumique des gouttes et le
facteur de forme existe (Théorie de Mie) et permet de faire coincider le facteur expérimental

avec le facteur théorique.

Les choses sont moins simples dans le cas de la mesure de l'intensité diffusée d’une population
polydisperse. En effet I'intensité diffusée sera la somme, pondérée par les fractions volumiques,
des facteurs de formes relatifs a chaque taille de particules. La déconvolution nécessaire du signal
pour construire la distribution est complexe et les logiciels I'effectuent de maniere itérative : par-
tant d’une distribution dont on choisit les caractéristiques principales (bimodale, monomodale,
etc.), 'algorithme modifie pas & pas les fractions volumiques, les tailles moyennes et les écart-
types de maniere a trouver UNE distribution dont le signal de diffusion calculé est similaire au

signal mesuré [24]. Cette méthode n’est donc pas bijective et il n’est pas rare de voir apparaitre
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des sous populations parasites qui n’ont aucune réalité physique.

Suivant le type d’application que 'on cherche, on exprimera la distribution de taille en fonction
du nombre, du rayon, de la surface et du volume. Ces distributions modifient le poids relatif des

gouttes de grosses tailles par rapport aux autres au fur et a mesure que le moment augmente.
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FI1G. A.1 — Schéma de principe de la technique de
mesure de diffusion de la lumiere. Dans le cas de la

diffusion dynamique, un corrélateur temporel est in-

F1G. A.2 — Schéma de principe de la FFF en mode
stérique. Dans ce mode, les objets les plus gros ont un

temps de transit plus court que les objets petits.

tercalé entre le détecteur et le systeme d’analyse.

A.2.2 Field Flow Fractionation : mesure séparative

La technique de FFF [67] s’inspire de la chromatographie en phase liquide dans des colonnes
capillaires : la population de particules a séparer par taille ou poids moléculaire est introduite
dans un canal ot circule une phase continue avec un profil hydrodynamique stationnaire de Poi-
seuille. Pour la chromatographie, la séparation s’effectue entre les espéces a partir d’un temps
de rétention induit par une affinité différente des molécules avec la surface de la colonne. Pour la
FFF, on introduit un champ de force qui sera responsable de la séparation et qui est dirigé per-
pendiculairement & la direction du flux. Ce champ peut étre thermique, électrique, gravitationnel
ou stérique. Cette techniques permet de séparer des particules de taille allant de quelques nano-
metres a plusieurs dizaines de microns suivant le champ choisi. La taille est déduite d’une temps

d’élution relatif a I'utilisation d’étalons ou a une mesure de diffusion de lumieére effectuée en ligne.

Nous avons présenté sur la figure[A-2]le mode de séparation stérique qui induit un temps d’élution
plus court pour les gros objets. En effet, c’est derniers ont une vitesse moyenne plus grande que

les petits puisqu’ils interceptent un plus grand nombre de lignes de courant dans le canal. Pour
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d’autres modes, notamment le mode gravitationnel, les temps d’élution sont inversés par rapport

a celui-ci.



Annexe B
Polyethyleneglycols

Le polyéthyléne glycol (PEG) et le polyéthyléene oxyde (PEO) sont des polymeres synthétiques
de méme structure chimique, a ’exception de leur taille et de leur groupes terminaux : ce sont
les membres de la familles des polyethers les plus importants commercialement.

On parle plus généralement de polyéthyléne glycol pour les macromolécules oligomériques li-
quides et de polyéthylene oxyde pour des macromolécules de grand poids moléculaire dont le

point de fusion est relativement bas

OH
/{ Of\%r F1c. B.1 — Structure chimique d’une macromolécule de polyéthyléne glycol
n

Les polyéthyléne oxyde sont connus pour leur excellente hydrophilie et leur totale innocuité
biologique, bien que n’appartenant pas a la classe des biopolymeres (chitosan, alginate, dextran,
collagéne, etc.). Ils entrent dans la composition de produits aussi divers que des solutions in-
jectables anti-vieillissement du bois, les lubrifiants aqueux et les produits pharmaceutiques ou
cosmétiques. Depuis une trentaine d’année, les PEO sont couramment utilisés dans le domaine
des biotechnologies, soit sous forme de solution aqueuse en volume, pour la cristallisation de
protéines par exemple, soit greffés sur des surfaces de nanoparticules ou d’implants artificiels de

maniére a accroitre leur tolérance vis-a-vis de I'organisme hote.

Les oligomeres de PEO entrent couramment dans la composition de la partie hydrophile des
tensioactifs non ioniques (Tween, Myrj, Brij). L’utilisation du PEO permet de réaliser des séries
homologues de HLB variable, en attachant & une partie hydrophobe des oligomeres de diffé-

rentes longueurs. La série des tensioactifs Poloxamer (commercialement vendus sous le nom de
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Pluronic ou Synperonic) sont des copolymeres triblocs composés de deux chaines PEO de méme
longueur et d’un chaine de jonction hydrophobe formée a partir d’un polypropyléne oxyde. C’est
un membre de cette famille, le Poloxamer 188 ou Synperonic PE/F68 que nous utilisons dans la

formulation de nos émulsions.

D’un point de vue biologique, les PEO, et dans une moindre mesure les Poloxamer, ont la pro-
priété de sceller les défauts des membranes cellulaires [104], permettant de protéger les cellules
vivantes des chocs mécaniques, notamment lors du transport. Cette effet, bien que mal compris,
a permis d’obtenir in-vivo des résultats tres spectaculaires sur le taux et la rapidité de rémission
d’animaux de laboratoire atteints d’une paralysie des quatre membres provoquée par des lésions

spinales profondes [96].

B.1 Modele statistique des PEO en solution aqueuse

Dans la famille des polyethers linéaires, le polyéthylene oxyde est le seul membre a la fois parfai-
tement soluble dans I'eau et dans les solvants organiques, indépendamment de sa concentration
et de sa masse moléculaire, alors que le polyméthylene oxyde -(O-CHy),- et le polypropyléne
oxyde -(O-CHs-CH2-CHs),,- sont totalement insolubles dans I’eau, exception faite des PMO de
bas poids moléculaire. Cette particularité s’explique par la distance entre les deux oxygénes des
groupements éther consécutifs (2,85 A), tres proche de celle entre deux oxygenes (2,88 A) de
molécules d’eau liquides [91]. Si 'on ajoute a cela la possibilité de créer des liaisons hydrogene
avec le solvant, différentes études [22] 23] ont montré quune chaine de PEO est de géométrie
hélicoidale, et qu'une couche de molécules d’eau est condensée tout au long du squelette, ces
molécules étant au nombre de 2 a 4 par monomere. L’existence de cette premiere couche d’hy-
dratation a été déduite du fait que le coefficient de diffusion des molécules d’eau situées proche
du squelette est plus faible que celui de I’eau dans le volume et des valeurs fortement négatives
de l'entropie de mélange et de dilution du PEO dans ’eau [91], témoins d’une plus grande struc-
turation du solvant en présence des chaines de polymere.

Les mesures de spectroscopie Raman indiquent que le squelette d’une chaine de PEO peut adop-
ter une conformation hydrophile trans-gauche-trans suivant les liaisons covalentes -O-CHo-CHa,
qui provoque la structure en hélice. Mais il peut aussi adopter une conformation gauche-trans-
gauche-gauche suivant les liaisons OCH—2-CH—2-O-CH—2-CH—-20 dont le caractere est plutot
hydrophobe.
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Une série d’études physiques [22 23], [152] 89] effectuées par différents groupes ces vingt derniéres
années ont permis de préciser le comportement du PEO dans I’eau. La longueur de persistance
des PEO est tres petite (L,=3,5 A), de l'ordre de la taille d’'un monomeére, faisant des PEO
des polymeéres extrémement flexibles. A température ambiante, en solution homogene, le com-
portement des PEO est celui d’une chaine de polymere en bon solvant, confirmé par la loi de
variation du rayon de gyration sur plusieurs ordres de masse molaire (de 3400 & plusieurs millions
de grammes par mole) et par la valeur du ratio entre le rayon hydrodynamique et le rayon de gy-
ration, qui s’ajuste parfaitement avec les modeles de chaines gaussiennes ou pseudo-gaussiennes.

Le rayon de gyration s’exprime, pour des chaines de plus de 6000 g/mol comme

R2 =4,08.10""My"% cm?

MW Rg (nm) Rg (nm) Rg (nm) Rg (nm) Rg (nm)
Source [22] [152] [23] [48] [89]
2000 >1,20 3,57 3,5 1,66
3400 1,28 >1,40 >3,57 4,74 2,25
5000 5,96 2,82
Obtention | Mesure (DLS) | Mesure (SANS) | Mesure (DLS) | Rayon de Flory | Extrapolation
Solvant H20 D20 H20 H20 H20

TAB. B.1 — Rayons de gyration des PEO de 2000, 3400 et 5000 g/mol extraits des sources citées en haut de

chaque colonne

De manieére surprenante, les différentes sources donnent des rayons de gyration pour des PEO
de méme longueur qui varient du simple au double. Le calcul effectué par Leckband et al. est

3/5 ol a est la longueur d’un monomére et n le

un calcul classique du rayon de Flory : Ry = a.n
degré de polymérisation. Nous avons dit un peu plus haut dans le paragraphe que le longueur
de persistance était égale a la taille du monomere, décomposable en trois liaisons covalentes de
longueur égale & 15 A. Si on considére que la taille du monomere est inférieure a la longueur de
persistance parce que les liaisons adoptent une conformation tridimensionnelle, on obtient par
exemple pour le PEO 2000 un rayon de gyration de I'ordre de 2,5 nm, plus compatible avec les

différentes valeurs des autres sources.
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B.2 Modele statistique des PEO a une interface

Dans la problématique de la délivrance vectorisée de principes actifs, le PEO joue un role
central, puisque lorsqu’il se trouve a la surface du vecteur, celui-ci augmente a la fois son temps
de résidence de plusieurs ordres de grandeurs ainsi que la pharmacocinétique des composés qu’il
transporte [I13]. La présence de PEO a la surface permet de masquer la particule (protéine,
nanoparticule lipidique, liposome) vis-a-vis des principales barriéres immunitaires de I’hote. La
raison de cette furtivité est encore mal comprise, toutefois il est admis que quel que soit le
mécanisme, la présence de PEO empéche 'adsorption d’anticorps a la surface de la particule,

limitant le processus d’opsonisation [4§].

F1G. B.2 — Schéma représentatif de I'expérience en SFA menée par Efremova
et al. entre deux surfaces de mica portant des bicouches lipidiques et des chaines

polyéthyléne oxyde . Source [4§].

Outre les différents modeéles numériques traitant de la répartition des monomeres de PEO a
proximité d’une surface [I5) [101], les études expérimentales de l'effet de la présence de chaines
de PEO greffées a une interface ont été réalisé au départ par Needham et al. en diffraction de
rayons X sur des multicouches lipidiques, puis par Kuhl et al. avec des bicouches négativement
chargées et Leckband et al. avec des bicouches de lipides neutres [48], a l'aide d’un SFA, qui
permet d’exploiter des mesures directes de force en fonction de la distance.

La figure présente la configuration de l'expérience de Efremova et al. [48] : deux surfaces de
mica fraichement clivé sont recouvertes d’une bicouche lipidique composée de DPPE coté mica
et d'un mélange DSPE / DSPE -PEG 2000 coté solution. Les concentrations molaires de lipides
pegylés sont de 1,3%, 4,5% et 9%, correspondant respectivement & un régime "champignon',
de recouvrement partiel et de brosse. Les bicouches sont réalisées a ’aide d’'une balance de
Langmuir, ce qui permet de connaitre finement la distance entre les lipides (43 A) ainsi que laire
o occupée par les chaines de PEG et la distance s entre les sites de greffage. Ces parametres
sont importants, puisqu’ils permettent de déduire I’épaisseur L de la couche de PEG a partir de
la valeur du rayon de gyration :

L = s(Rp/s)3®

Nous avons rapporté les valeurs données par Leckband et al. a titre indicatif dans le tableau
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% PEG | Aire / lipide | Aire / PEG Régime Distance interchaine | Epaisseur
% mol o (A) s (A) L (A)
1,3 43 3300 Champignon 65 35
4.5 43 960 Recouvrement Faible 35 35
10 43 430 Brosse 23 45

TAB. B.2 — Résumé des valeurs de l’extension des polyéthyléne oxyde en fonction de leur distance latérale sur

des bicouches supportées par du mica. Source [48].

Suivant la concentration surfacique en PEO, la répulsion d’origine stérique entre les deux surfaces
peut étre décrite par des modeles de polymeres aux interfaces en bon solvant (Dolan-Edwards
aux faibles concentrations, MWC ou Alexander-De Gennes en régime de recouvrement faible ou

de brosse).

Des mesures d’adsorption de protéines modeles (fibrinogeéne, albumine, BPTI) on été réalisées
par la technique de SPR : 'adsorption décroit en fonction de la concentration de surface en
PEO. Plus exactement, au moins pour l'albumine, le parametre pertinent en ’absence d’in-
teractions électrostatiques ou de Van der Waals est le ratio entre la taille de la protéine et la
distance s entre les chaines en surface. Ce modele trouve ses limites dans le cas de protéines

cylindriques comme le fibrinogene, ou des protéines plus complexes comme la streptavidine [146].

De maniére surprenante, le PEO, réputé pour sa parfaite hydrophilie, peut adopter des compor-
tements que les théories de polymeéres en bon solvant n’expliquent pas. A partir d’une certaine
masse moléculaire (20000 g/mol ), Rupert et al. a montré qu'il peut stabiliser des solutions
de vésicules lipidiques en s’adsorbant & leur surface [I36], introduisant une interaction répul-
sive stérique empéchant la coalescence. Leckband et al. on montré qu’il existait une interaction
attractive mesurable entre le PEO-2000 et une surface de mica recouverte d’alcanes méthylés
[145] et plus récemment qu’il existe un potentiel attractif important lié a ’adhésion des chaines
de PEO avec de la streptavidine et de la mucine [146]. Bien que pour amorcer 1'adhésion avec
la streptavidine, il faille fournir une énergie de compression de quelques dizaines de kT par
protéine, cette adhésion se révele durable, et apres détachement, induit un temps de retour a
I’équilibre du polymere de plusieurs dizaines de minutes. Tous ces résultats tendent a montrer
qu’en présence de certaines interfaces, le PEO est capable d’adhérer moyennant un changement

de conformation de certains de ses enchainements de monomeres de tgt hydrophile a tggt hydro-
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phobe [87].

En conclusion de ce paragraphe, le comportement majoritaire du PEO en milieu aqueux est celui
d’un polymere tres flexible et capable de générer une répulsion stérique entre deux interfaces
ou une interface et des macromolécules en suspension. Ces résultats sont tres bien décrits par
les modeles de polymeres en bon solvant en volume ou & proximité d’une surface. Toutefois,
les monomeres peuvent adopter des conformations qui conférent un comportement de chaine
hydrophobe, dont les conséquences commencent tout juste a étre prises en compte dans les

modeles.
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RESUME

Nous avons exploré la capacité des émulsions & adhérer de maniere spécifique a des surfaces
modeles solides et notamment la relation entre la composition des gouttes a leur interface et
la formation d’un angle de contact macroscopique. Nous avons développé une méthode de
fonctionnalisation covalente in-situ de 'interface liquide de gouttes d’émulsion H/E par de
la biotine puis par de la streptavidine. La distribution de taille et la densité de streptavidine
a la surface des gouttes sont caractérisées a ’aide d’une technique originale utilisant un
cytometre a flux. Nous avons montré que ’angle de contact et I’énergie d’adhésion croissent
linéairement en fonction de la densité de biotine sur la lamelle et nous avons observé une
répartition spatiale différente (disque, couronne) de la streptavidine dans la zone de contact
suivant la densité totale en PEG, suggérant une transition de phase a 2D contrdlée par les

interactions non spécifiques.

ABSTRACT

We explored the ability of emulsion droplets to bind specifically to solid model substrates
and we studied the relationship between drop composition and the contact angle. We de-
veloped an in-situ method to graft covalently biotin and streptavidin to the O /W emulsion
interface. We characterized the size distribution and the surface density of the streptavi-
din by flow cytometry. We showed that the contact angle and the adhesion energy grow
linearly with the biotin density on the glass coverslip, and we observed a different pat-
terning (disk, ring) of the streptavidin within the adhesion patch, depending on the PEG
density on the surface. This result suggests a 2D phase transition of the proteins driven

by the non spécific interactions.
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