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RESUME

Les propriétés interfaciales et structurelles du cyt /, du mélange
MGDG/cyt f et DGDG/cyt f sont étudiées en employant le modéle de
monocouche a l'interface air/eau et des films Langmuir-Blodgett

(L-B) sur substrat solide.

L'étude concernant |'effet de la concentration interfaciale du cyt
f, du solvant d'étalement et du pH de la sous-phase montre une
instabilité des isothermes II1-A et AV-A. L'augmentation progressive
et simultanée de I'aire moléculaire et de la pression est due a
I'organisation et la conformation de la protéine a l'interface air/eau.
L'étude des systémes MGDG/cyt f et DGDG/cyt f a l'interface air/eau
montre I'abscence de miscibilité et d'interaction entre les deux
constituants. Ces derniers sont capables de soutenir une pression de
surface de 26 mN/m, comparable a celle rapportée pour la membrane

biologique, soit 20 a 30 mN/m.

A l'aide de la microscopie & champ proche SPM (microscope a
effet tunnel et a force atomique), nous avons étudié la structure des
films L-B de cyt f et des mélanges MGDG/cyt f et DGDG/cyt /. Cette
technique nous a permis de déterminer |'état physique de la
monocouche, I'homogénéité, la structure des différentes phases
rencontrées au cours de la compression, ainsi que la présence

éventuelle de domaines, d'agrégats et de défauts.



Dans le cas des films préparés a 20% d'éthanol, les images AFM
du cyt f déposé sur le mica montrent une structure agrégée,
compacte et stable. L'effet de la pression interfaciale sur Ia
structure des films n'affecte pas la forme et la taille des agrégats
formés (50 nm). Ceci suggére que l'agrégation de la protéine
s'effectue a l'interface air/eau. Les agrégats observés dans la
structure des films déposés sur le mica, préparés a 80% d'éthanol,
forment des domaines ayant une largeur de I'ordre de 100 nm. Dans
le cas des films déposés sur I'Au(111)/C, la taille moyenne des
agrégats déterminés par STM varie entre 200 et 400 nm. La
différence de taille entre les agrégats observés par AFM et par STM
est due a l'effet du substrat, de I'épaisseur du film ainsi qu'a la

forme et les dimensions de la pointe.

Les images STM du mélange MGDG/cyt f montrent que les
agrégats de cyt f ont une forme conique alors que dans le mélange
DGDG/cyt f, les agrégats prennent la forme de cbne tronqué. La
topographie des films L-B des systémes en mélange, visualisée par
STM et AFM, montre que les deux constituants forment des phases
séparées. Ceci confirme la non miscibilité des constituants a
I'interface air/eau. Les aires moléculaires du cyt f déterminées a
partir des images STM sont égales a 19.6 nm2 dans le cas du
systeme MGDG/cyt f et 7 nm2 pour le systeme DGDG/cyt f. L'étude
de ces systémes, nous a permis d'obtenir des images de haute

résolution qui décrivent bien la forme globulaire du cyt /.
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CHAPITRE 1

INTRODUCTION

1.1. Structure du chloroplaste

L'appareil photosynthétique des plantes vertes et des algues
se localise dans une organelle appelé chloroplaste. Ce dernier est
le siége de la photosynthése. Le chloroplaste posséde
habituellement une forme globulaire ou discoide. Sa taille varie de
un a dix micrométres de diamétre. Sa structure se compose d'une
membrane externe, d'une membrane interne et du stroma. La
membrane interne est constituée d'une bicouche lipidique et de
protéines transmembranaires. Dans le compartiment du stroma, on
trouve le systéme membranaire tridimensionnel, appelé thylacoides.
Ces derniers sont empilés transversalement dans le chloroplaste.
Ces empilements sont appelés grana. |l existe de nombreux grana
par chloroplaste, chaque granum est relié a un autre granum par une
lamelle intergranaire. Les granas contiennent tous les enzymes et

pigments nécessaires aux réactions primaires de la photosynthése.



1.2. Le transfert et la migration d'énergie a travers la membrane

photosynthétique

Le roOle principal des pigments photosynthétiques est
d'absorber I'énergie électromagnétique et de I'acheminer vers les
centres réactionnels des photosystémes. A chaque photosystéme
est associé un accepteur et un donneur d'électrons ayant des
potentiels redox différents. Le photsystéme Il (figure 1) est formé
d'une "paire spéciale" de pigments chlorophylliens (donneur primaire
d'électrons), d'un composé Z (donneur secondaire d'électrons) qui
réduit la chlorophylle de la "paire spéciale”, d'une phéophytine
(accepteur primaire) qui accepte I|'électron provenant de |la
chlorophylle, de la quinone Qa qui accepte I'électron de la
phéophytine, et de la quinone Qg qui accepte I'électron de Qa (Murata
et Miyao, 1989). Grace a leurs connections aux systéme de
transport d'électrons (le cytochrome b, le cytochrome f et la
plastocyanine), le transfert d'électrons s'ensuit vers le P700 (PSI)
et on aboutit finalement a la synthése du NADPH. Cela donne aux
pigments et aux enzimes du thylacoide la capacité de convertir
I'énergie lumineuse, captée par les antennes collectrices, en

énergie chimique nécessaire a la réduction du gaz carbonique.

Les processus chimiques dans lesquels les électrons sont
transportés d'une molécule a une autre, entre les deux
photosystémes, sont appelés réactions d'oxydo-réduction.
L'ensemble de ces réactions est représenté dans le schéma en Z

donné a la figure 2.



GRANA STROMA
—>

CP icn

= — >

Figure 1. Représentation schématique de la membrane
photosynthétique (Tiré de Golbeck, 1987).
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1.3. Les constituants de la membrane photosynthétigue

1.3.1. Les chlorophylles

Les cellules photosynthétiques produisant de I'oxygéne (les
plantes supérieures et les algues vertes) contiennent deux sortes de
chlorophylles: la chl a et la chl b. Ces molécules sont solubles dans
les solvants organiques et représentent 20 3 30% du poids des
lipides dans les thylacoides (Hoober, 1984; Murphy, 1986). La
majorité des chlorophylles sont associées a des polypeptides
spécifigues, et forment des complexes appelés pigments-protéines
(Thornber et al,1979; Thornber et al,1987).

La chl a est formée d'un noyau porphyrique polaire et d'une
chaine hydrophobe, le phytol. La porphyrine contient des noyaux
appelés pyrroles. Ces noyaux sont disposés en une structure
macrocyclique dans laquelle les quatre atomes d'azote centraux
sont coordonnés au magnésium (Mg) pour former une structure
extrémement stable, située dans un seul plan. Le phytol est une
longue chaine latérale hydrophobe terpénoide formée d'un alcool
(figure 3). Cette chaine correspond a la deuxiéme partie de la
molécule, trés flexible et lipophile, partie qui peut entrer en
interaction avec des entités moléculaires qui lui ressemblent,
c'est-a-dire des chaines d'acides gras, et d'autres pigments comme
les caroténoides et les chaines des quinones (Thornber et al.,1987).
Ces derniers semblent jouer un rble dans le mécanisme de la

photoréception. Le phytol a surtout comme fonction l'insertion du
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Figure 3. Structure de la molécule de Chlorophylle a
(Tiré de Fragata et al, 1988).



photorécepteur dans la membrane photosynthétique. La partie
polyénique du cycle tétrapyrrolique est au contraire le siége des
échanges d'énergie entre photons et molécules: I'absorption des
photons s'y traduit par |'apparition de différents états excités de la

chlorophylle.

La chlorophylle a est I'un des pigments clé servant & capturer
et a canaliser I'énergie lumineuse vers les centres réactionnels
photosynthétiques. Tel que souligné précédemment, il apparait que
la majorité de ces pigments est complexée a des protéines (Brecht,
1986). Nous savons que les partenaires réels de la chlorophylle
sont des protéines transmembranaires fortement hydrophobes,
cependant nous ne connaissons pas l'importance de leur interaction

avec la chlorophylle.

1.3.2. Les lipides

1.3.2.1. Composition lipidique de la membrane du thylacoide

Les plantes supérieures et les algues contiennent non
seulement de la chlorophylle mais aussi des protéines et des lipides
organisés en bicouche. La majorité des lipides de la membrane
photosynthétique sont des galactolipides. Parmi ces galactolipides,
on trouve le monogalactosyldiacylglycérol (MGDG) et le
digalactosyldiacylglycérol (DGDG); ce sont des lipides neutres. lls
représentent 50 a 80% des lipides rencontrés dans la membrane

photosynthétique (Nishihara et al., 1980; Hoober, 1984). Dans le



chloroplaste, on trouve d'autres types de lipides chargés,
le phosphatidylglycérol (PG) et le sulfoquinovosyldiacylglycérol
(SQDG). Ces derniers représentent 20% des lipides polaires de la

membrane du thylacoide.

Les lipides sont les principaux éléments structuraux des
membranes biologiques. La structure des principaux lipides de la
membrane du thylacoide est illustrée a la figure 4. Ce sont des
molécules complexes formées de deux parties: (i) une ''téte' polaire
soit phosphorylée soit non phosphorylée, et contenant ou ne
contenant pas de charges électriques dissociées, et de ce fait
fortement polaire ou hydrophile, c'est-a-dire miscible aux
molécules d'eau qui se lient facilement (par des interactions
électriques) avec la téte polaire, (ii) de longues chaines d'acide
gras estérifiée au glycérol, formées d'une succession de groupes
carbonés -CH2- (chaque chaine renferme 14 a 22 groupes ou plus),
ne présentant aucune charge électrique dissociée, donc

parfaitement apolaires ou hydrophobes.

1.3.2.2. Le role des principaux lipides de la membrane du

thylacoide.

Dans les chloroplastes, la quantité de MGDG est deux fois plus
grande que celle du DGDG (Gounaris et Barber, 1983; Sieferman-
Harms et al.,, 1987). La portion stromatique de la membrane des
thylacoides contient plus de DGDG, alors que les parties granaires

possédent plus de MGDG et de PG. Le tableau 1, nous donne les
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Figure 4. Structure des principaux lipides de la membrane du
thylacoide (Tiré de Hoober, 1984).



Tableau 1

Distribution en pourcentage des principaux lipides des membranes

des thylacoides provenant de différentes espéces de plantes.

Especes MGDG DGDG PG SQDG Références

Epinard 38 29 14 12 Murphy et
Woodrow,1983

Tabac 52 26 2 13 Bednarz et al.,
1989

Pois 40 25 12 13 Li et al., 1989
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pourcentages relatifs de la distribution des principaux lipides des
membranes des thylacoides provenant de différentes especes de
plantes (Murphy et Woodrow, 1983; Bednarz et al., 1989; Li et al,
1989).

Les études rapportées par plusieurs groupes de chercheurs sur
les propriétés membranaires des galactolipides, révélent que la
majorité (75%) des galactolipides (MGDG et DGDG) sont neutres (non
chargés). L'empilement des thylacoides est probablement protégé
par la présence de ces galactolipides. En solution aqueuse, le MGDG
forme des structures hexagonales ou des micelles, le DGDG forme
des bicouches fermées, alors que le SQDG et la PG peuvent former
des bicouches et des liposomes unilamellaires (Bishop et Kenrick,

1980; Rivas et Luzzati, 1969).

Les lipides de la membrane du thylacoide constituent Ia
matrice dans laquelle baignent les protéines membranaires. Ce sont
les principaux éléments structuraux des membranes biologiques, et
ils sont impliqués dans les interaction électrostatique au sein de la
membrane. Le role fonctionnel de ces lipides n'est pas encore bien
connu, leur distribution de part et d'autre de la membrane nous
porte a croire qu'ils pourraient jouer un rble majeur dans le
maintien de la conformation, l'organisation adéquates et Ia
stabilité des protéines intrinséques de Ila membrane des

thylacoides.
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1.3.3. Les caroténoides

Il existe deux types de caroténoides dans la membrane
photosynthétique: les caroténoides (par exemple, la p-caroténe) et
les xanthophylles (par exemple, la lutéine). Le role principal de ces
molécules, notamment la p-caroténe, est: (i) le transfert d'énergie
d'excitation aux molécules de la chl a, (ii) la photoprotection de la
chlorophylle excitée (état triplet) contre sa photooxydation par la
désactivation de I'état triplet (Isler, 1971; Krinsky, 1971; Moore et
al., 1982).

1.3.4. Les protéines

La membrane photosynthétique est constituée de cinq
complexes membranaires fixés dans la bicouche lipidique: les
complexes antenne du PS Il, les centres réactionnels du PS | et
PS I, le complexe du cytochrome bg/f et le facteur de couplage
cF1-cFo (Allred et Staehelin, 1986; Kaplan et Arntzen, 1982). Le
PS | est situé au niveau des lamelles alors que le PSIl est dans les

grana.

1.3.4.1. Le complexe du cyt bg/ f

Le complexe protéique bg/ f (figure 5) de la membrane
photosynthétique est composé de 5 polypeptides: le cytochrome f
de 31.1 kDa, deux cytochromes bg de 23 kDa dont un de haut

potentiel redox et l'autre de faible potentiel redox qui assurent le

12



Figure 5. Le transport cyclique d'électrons dans le complexe bg/ f
(Tiré de Joliot et Joliot, 1986).
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transport d'électrons entre le stroma et le lumen de la membrane de
thylacoide, une protéine de Rieske 2Fe-2S (Fer-Soufre) de 20 kDa,
une sous-unité IV de 18 kDa qui est liée a la protéine de Rieske et
un petit polypeptide (sous-unité V) de 4 kDa découvert récemment.
Le rble de ce complexe se situe dans la région centrale de la
membrane photosynthétique. C'est un transporteur d'électrons entre
le PSIl et le PSI (Cramer et al., 1991; Adam et Malkin, 1989) par
I'intermédiaire de la plastoquinone et la plastocyanine. Il est
impliqué dans le transport cyclique d'électrons (Joliot et Joliot,
1986) et agit comme une pompe a protons entre le stroma et le

lumen de la membrane du thylacoide.

La figure 6 résume l'organisation topographique des quatre
sous-unités individuelles de ce complexe (le cyt f , le cyt bg, la
Fe-S et la sous-unité IV) et montre comment ces sous-unités
pourraient étre arrangées l|'une par rapport a l'autre dans la
membrane thylacoidale (Cramer et al, 1991; Cramer et Whitmarsh,
1977).

Les groupes héme du cyt bg se situent sur les cOtés opposés de
la membrane, a proximité de la protéine Fe-S de Rieske. L'héme du
cyt f est aussi dans ce voisinage pour faciliter le transfert
d'électrons du centre de Rieske a la plastocyanine. Ce modéle est
uniquement une simplification, il montre simplement ou sont
localisés les groupes prosthétiques et comment ils pourraient

interagir dans le complexe cyt bg/ f (figure 6).
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Figure 6. Modéle de I'organisation topographique des quatre
sous-unités individuelles du complexes cyt bg/f (Tiré de Cramer
et al, 1991).
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1.3.4.2. Lecyt f

Le cyt f fait partie du complexe cyt bg/ f , il agit comme
oxydo-réductase (plastoquinone-plastocyanine) au niveau de la
membrane du thylacoide (Hurt et Haska, 1981; Willms et al,, 1987).
Le cyt £, étant seulement attaché a la membrane, agirait comme
porte de sortie du flux d'électrons des transporteurs membranaires

vers le transporteur superficiel, la plastocyanine et le PSI.

Le spectre d'absorption du cyt f présente trois bandes
d'absorption entre 600 et 400 nm dénommées «, B et y (figure 7). La
bande y se situe a 421 nm et correspond a la bande de SORET, la
bande B a 524 nm correspond & la forme oxydée, alors que la bande «
située a 554 nm correspond a la forme réduite du cyt £ (Davenport,
1971; Gray, 1978). Jusqu'a présent , un seul modéle tridimensionnel
a été proposé pour sa forme cristalline (Martinez et al, 1994).
Ainsi, nous ne connaissons pas l'incorporation exacte de cette
protéine a l'intérieur du complexe bg/ f. En fait, le cyt £ est un
cytochrome de la catégorie C. Son potentiel standard d'oxydo-
réduction est de 0.350-0.380 volt, alors que celui du cyt ¢
mitochondrial est de + 0.265 volt. La bande o de sa forme réduite
située a 554 nm est trés proche de celle du cyt c. Il est beaucoup
plus difficilement soluble que le cytochrome c et se dénature a
température élevée. Il a un poids moléculaire d'environ 31 kDa
correspondant a 285 résidus d'acides-aminés (Willey et al, 1984;
Horton et Cramer, 1974; Gray, 1992) et contient un héme par

cytochrome.
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Figure 7. Spectre d'absorption du cyt f pris dans une solution de

tampon phosphate a 50 mM, pH: 7.5 (Tiré de Gray, 1978).
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1.3.4.3. La composition en acides aminés du cyt /

Le cyt f a fait I'objet de plusieurs études sur son extraction
(Gray, 1978; Gray, 1992), sa purification (Ho et Krogmann, 1980) et
sa séquence d'acides aminés (Willey et al, 1984). Le point de
départ de I'analyse de cette protéine se situe dans une bonne
compréhension de la succession linéaire des acides aminés a
I'intérieur du squelette polypeptidique. Sa séquence d'acides

aminés suggére que le cyt f est formé de trois portions (figure 8):

1) Une portion globulaire incluant le N-terminal et le
groupement héme, situé du c6té intra-thylacoidal (1-250);

2) Une portion transmembranaire trés hydrophobe (251-270);

3) Une portion portant le C-terminal, situé¢ du c6té du stroma
(270-285);

Certains auteurs (Willey et al., 1984) ont rapporté que le
cyt f, extrait selon la méthode de Gray (Gray, 1978), pourrait étre
dépourvu de son domaine transmembranaire et du C-terminal. Ces
auteurs ont aussi démontré que la portion servant a ancrer le cyt f
a la membrane serait la section transmembranaire comprenant les
acides aminés situés entre la valine 251 et la leucine 270 (figure
8). lls ont mentionné que cette section est constituée de 21 acides
aminés et qu'elle est probablement clivée de la membrane lors de
['extraction de la protéine. Le clivage de cette section rend
le cytochrome f soluble. lls ont conclu que la partie

transmembranaire du cyt f peut former des agrégats, des octaméres
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lipidiqgue membranaire (Tiré de Martinez et al,, 1994).



en solution aqueuse. Le cyt f, comprenant seulement la partie
globulaire et le N-terminal, existe sous la forme de monomeére en

solution.

Les données des séquences nucléotidiques et de la protéine
(Alt et Herrmann, 1984; Willey et al., 1984) montrent que I'His 25
est un ligand de I'héme dans la région N-terminal du cyt f . Les
autres résidus liant I'héme pourraient étre la Lys 145 ou Lys 222.
La distribution des résidus hydrophobes indique que I'héme se
trouve vers le lumen du c6té de la membrane, dans le long segment
N-terminal relativement polaire: résidus (1-250), et que la protéine
est ancrée a la membrane par un long segment hydrophobe proche
du C-terminal. La localisation de I'héme et de la plupart des
acides-aminés polaires du cyt f sur le c6té lumen de la membrane,
lui permet d'interagir avec son accepteur d'électrons qui est Ia

plastocyanine (Hurt et Hauska, 1981; Willms et al., 1987).

Le point essentiel pour la compréhension du processus de
transfert d'électrons entre le PSIl et le PSI, via le complexe
cyt bg/ f, est basé sur la connaissance de la structure de la
plastocyanine et du cyt /. Actuellement, la structure cristalline de
la plastocyanine est largement étudiée (Guss et Freeman, 1983).
Cependant, I'avancement des études sur le processus de transfert
d'électrons, particulierement entre le "pool'* de la plastoquinone et
la plastocyanine, est retardé par le manque d'informations
concernant la configuration spaciale du cyt / dans la membrane du

thylacoide.

20



Compte tenu de l'importance du cyt /£ dans la composition et
les fonctions qu'il posséde au sein de la membrane, il s'est avéré
nécessaire d'étudier la structure de cette protéine dans un systéme
modéle comme celui de la monocouche a l'interface air-eau et du

film Langmuir-Blodgett.

1.4. Les modéles membranaires

L'étude des systémes biologiques est souvent limitée par la
complexité structurelle que présentent les membranes biologiques.
L'utilisation des modéles membranaires contribue largement a la
compréhension de la structure et des fonctions attribuées aux
membranes biologiques. Afin d'aboutir a la création d'un élément de
structure capable de mimer & I'échelle moléculaire les
caractéristiques de l'organisation structurelle et fonctionnelle de
la membrane biologique naturelle, une variété d'approches basées

sur des systémes modéles sont développées et utilisées.

Les modéles généralement utilisés dans le domaine de Ia
biologie et de la biophysique moléculaire sont les vésicules (ou
liposomes), les bicouches lipidiques (Monnier et Monnier, 1964;
Ringsdorf et al, 1988; Hoshina et Ithoh, 1987; Kédzy, 1972) et les
films monomoléculaires a l'interface air-eau (Gaines, 1966). Ce
sont des modeéles simples dont les structures impliquent des lipides
et des protéines. Ainsi, nous pouvons étudier les propriétés
physico-chimiques des membranes reconstituées a partir des

composantes moléculaires pures ou en mélanges.
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1.4.1. Les bicouches

L'étude de I'organisation des principaux constituants
membranaires est relativement récente. En 1925, Gorter et Grendel
proposent le premier modéle de la structure de la membrane
biologique. Ces auteurs ont montré que I'aire de la couche lipidique
extraite de globules rouges occupe a l'interface air-eau le double de
la surface dont elles proviennent. Dans ce modeéle les auteurs n'ont
pas tenu compte de la présence des protéines, éléments essentiels
dans la structure fonctionnelle de la membrane naturelle. Ces
derniers prévoient que la membrane biologique est simplement

constituée d'une bicouche lipidique.

Un peu plus tard, Danielli et Davson (1935) proposent qu'une
couche de protéines globulaires est adsorbée de part et d'autre a la
surface de la bicouche lipidique. De plus, ces auteurs prévoient que
la conformation de la protéine est grandement modifiée suite a son
adsorption. |l faut attendre Singer et Nicholson (1972) pour qu'on
réalise que certaines protéines sont incorporées a la surface
chargée de la bicouche lipidique, alors que d'autres sont liées

intégralement a la membrane.

Bien que ce modéle soit le plus couramment utilisé afin
d'expliquer les fonctions membranaires attribuées aux protéines et
de comprendre la réalité de la membrane biologique, il présente
certaines faiblesses en ce qui concerne l'activité de surface et la

structure des protéines membranaires.
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En général, les membranes cellulaires sont constituées de
lipides et de protéines qui différent qualitativement et
quantitativement. La composition en poids de protéines et de
lipides de diverses membranes cellulaires est illustrée dans le
tableau 2. La membrane photosynthétique est constituée de lipides

et de protéines en des proportions (p/p) équivalentes.

Dans la bicouche lipidique , les protéines interagissent avec
les lipides en trés faible fraction molaire, le rapport molaire
protéine/lipide pour diverses membranes cellulaires varie entre
1/60 et 1/100 (Gennis, 1989). La plupart des membranes possedent
une double couche paralléle de lipide, orientée avec une région non
polaire vers le milieu interne (chaines d'acides gras) et une région
polaire faisant face au milieu aqueux environnant. Cependant, elles
difféerent les unes des autres, par leur épaisseur suivant
I'arrangement des molécules et le degré d'insaturation des chaines
hydrocarbonées. Les interactions hydrophobes entre les chaines
d'acides gras des molécules lipidiques permettent une organisation
des membranes biologiques. Les chaines latérales d'acides aminés
permettent aux protéines de s'associer avec les extrémités non
polaires des lipides et les molécules d'eau. Les couches de lipides
et de protéines sont retenues ensemble par les forces

électrostatiques et de van der Waals.
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Tableau 2

Pourcentage en poids de protéines et de lipides

de diverses membranes cellulaires.

Membranes Lipides Protéines
Chloroplaste 50 50
Myéline 80 20
Microsome 32 68
Mitochondrie 26 74

(Tiré de Robertson, 1983).
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1.4.2. Les films monomoléculaires

La technique des films monomoléculaires la plus courante est
celle qui consiste a organiser a une interface un lipide, une protéine
amphiphile ou un mélange d'amphiphiles (lipides-protéines)
préalablement dissous dans un solvant volatil non miscible a I'eau.
L'étalement des molécules amphiphiles a l'interface air-eau conduit
a la formation d'une monocouche (Gaines, 1966), les molécules
seront orientées, les tétes polaires hydrophiles dans I'eau, tandis
que les chaines d'acides gras hydrophobes seront dans ['air. Une
fois ces molécules étalées a l'interface air-eau, il est possible de
les caractériser en mesurant les propriétés mécaniques (pression
de surface: I1) et électriques (potentiel de surface: AV) en fonction
de I'aire moléculaire (A). Ces mesures nous permettent d'obtenir
des informations sur I'orientation du moment dipolaire, la structure
géométrique des molécules amphiphiles et les transitions de phase
(Ringsdorf et al.,, 1988). Ces études permettent aussi d'identifier
les interactions inter-moléculaires (lipide-lipide, protéine-
protéine ou lipide-protéine) ainsi que les interactions entre les
molécules de la monocouche et les substances dissoutes dans la

sous-phase.

Un des avantages distinctifs et exclusifs de l'utilisation de
cette technique est notamment, la possibilité de varier la pression
exercée sur les molécules et d'examiner leurs comportements

interfaciaux.
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Le film monomoléculaire étalé a la surface de la sous-phase
peut étre transféré sur un substrat solide comme le verre, le
quartz, le mica, le graphite ou I'or, en vue d'études
spectroscopiques, électroniques, microscopiques ou d'applications
techniques. Les principaux auteurs de cette technique de déposition
sont "Langmuir et Blodgett"; ce sont les premiers qui ont réussi a

transférer une monocouche sur substrat afin de la caractériser.

Le choix de ce modeéle est di, en partie, a la facilité technique
de la préparation du film monomoléculaire a l'interface air-eau et
en film de Langmuir- Blodgett (L-B). Jusqu'a présent, ce modeéle est
le plus fréquemment utilisé comme modéle membranaire capable de

simuler la moitié de la membrane bimoléculaire.

1.5. Etude des protéines a l'interface air-eau

1.5.1. Epandage d'une protéine a l'interface air-eau

Les travaux antérieurs, réalisés sur I'épandage des protéines a
I'interface air-eau, ont montré qu'une protéine totalement étalée a
l'interface air/eau occupe souvent une aire moléculaire de 1 m2/mg
(Kashiwagi, 1958; MacRitchie, 1986; Krebs et al,, 1988). Dans ces
conditions, ses structures secondaire et tertiaire sont affectées,
provoquant ainsi sa dénaturation. Ceci est souvent le cas pour les
molécules flexibles, telles que la R-caséine dont les pourcentages
en hélices-a et les liens disulfures sont faibles. Comme les

portions hydrophobes (hélices-a ou feuillets-p) sont enfouies dans
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le coeur de la protéine en solution, une fois a l'interface air/eau, et
sous l'effet de la dénaturation causée par la surface, elles peuvent
étre partiellement éjectées dans la phase aérienne sous forme de
segments et de queues. Il en résulte une augmentation de ['aire
moléculaire et de la pression au collapse, causée par le dépliement

de la monocouche.

La plupart des protéines ne peuvent étre répandues a la
surface de l'eau pure ou de solutions aqueuses sans perte d'une
certaine quantité dans la sous-phase. Plusieurs travaux réalisés
sur |I'épandage des protéines ont montré qu'une protéine bien étalée
correspond a une concentration interfaciale de 1 mg/mZ2.
Cependant, il est conseillé de déposer la moitié de cette quantité
soit 0.5 mg/m?2 afin d'éviter toute perte des molécules dans la

sous-phase (Kézdy, 1972; Taneva et al., 1984; MacRitchie, 1986).

Les détails sur la technique de préparation des films
monomoléculaires protéiques et les mesures des isothermes II-A:

pression de surface (IT) en fonction de I'aire moléculaire (A), seront

présentés dans le chapitre 3.

1.5.2. Influence de certains paramétres sur la stabilité de la

monocouche

La stabilité des couches protéiques monomoléculaires est liée

a un ensemble de contraintes expérimentales:
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e La cuve utilisée

¢ La nature du solvant d'étalement et le temps laissé pour
son évaporation

¢ La concentration, C, de la solution d'épandage

e Le volume, V, épandu

e La température, T

¢ La nature de la sous-phase aqueuse

e La vitesse, V, de compression

Lorsque ces parameétres sont déterminés, il est possible de

caractériser les propriétés mécaniques (IT) et électriques (AV)
relatives aux interactions entre les molécules protéiques de la

monocouche et les substances dissoutes dans la sous-phase.

1.6. Etudes des films mixtes 3 l'interface air-eau

La formation des couches monomoléculaires a l'interface air-
eau est une opération délicate. La réalisation des films mixtes peut
se faire, soit en les étalant a la surface de la sous-phase I'un aprés
['autre (Davies et al.,, 1984; Heckl et al., 1987; Taneva et al., 1984),
soit en mélangeant les deux constituants purs en solution (Maget-
Dana et al., 1989; MacRitchie, 1986). La miscibilit¢ et les
interactions intermoléculaires peuvent étre évaluées par la régle
d'additivité et par I'énergie libre en excés du mélange formant le

film monomoléculaire (Gaines, 1966).

28



On peut distinguer un film homogéne d'un film hétérogéne en
examinant la pression de collapse, Il¢, du film mixte en fonction des
fractions molaires, N. Dans le cas de composés miscibles, I varie
régulierement avec les fractions molaires respectives des deux
composés 1 et 2. S'il y a séparation de phase, c'est la pression de
collapse la plus basse des deux films formés a partir de chaque
molécule seule qui va conditionner la stabilité de la monocouche.
L'évolution de la pression de surface au collapse selon la

miscibilité des composés est représentée dans la figure 9.

La monocouche dans laquelle les composants sont immiscibles
doit obéir a la loi d'additivité exprimée par I'équation suivante
(Gaines, 1966):

AlL =N; All+ N; AT

ou, A[fz est l'aire moléculaire du mélange 1-2 a une pression

donnée, Al' et AY sont les aires moléculaires des constituants purs
1 et 2 a la méme pression, et N7 et N2 sont les fractions molaires
de ces constituants. Toute déviation du comportement de la
monocouche par rapport a cette loi démontre qu'il y a miscibilité
dans le film et qu'il existe une interaction entre les deux composés
(Gaines, 1966, Kézdy, 1972).

Il est possible pour des monocouches mixtes de mesurer
I'énergie libre en excés, résultant de l'interaction entre les deux

composés a l'interface air/eau, a partir de I'équation suivante:

29



T composeé |

“T- L composé 2
/g P B R,
o

Composes miscibles

1r . composé |

1r " composé 2

TR

Composes non miscibles

Figure 9. Evolution de la pression de surface au collapse selon la
miscibilité des composés 1 et 2 (Tiré de Gaines, 1966).
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AGH2 = No [ (AT - N; AT -N, AT dIT

N 11 ' . . N
ol AGjy représente I'énergie libre en excés du mélange lorsque le

film monomoléculaire est comprimé jusqu'a une pression de surface
(IT1), No est le nombre d'Avogadro. Les valeurs de A et AG sont

évaluées graphiquement a partir des isothermes I1-A des composés

purs et des mélanges.

Les détails sur la technique de préparation des films mixtes
monomoléculaires (lipide-protéine) et les mesures des isothermes

I1-A: pression de surface (I1) en fonction de ['aire moléculaire (A),

seront donnés dans le chapitre 3.

1.7. Etude des interactions lipide-protéine par la technique des

monocouches

Les études réalisées principalement sur les lipides, les
protéines et les mélanges lipides-protéines par la technique des
monocouches sont souvent utilisées afin de mimer ['organisation
qu'adoptent les lipides, les protéines et les mélanges
lipide/protéine au sein des membranes biologiques. Ces études ont
apporté une grande quantité de données additionnelles concernant
les propriétés physiques de la structure bilipidique des membranes

biologiques (Es-Sounni, 1993; Lamarche, 1988).
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Plusieurs travaux concernant les lipides, les protéines, les
chlorophylles ainsi que leurs mélanges ont été effectués en
utilisant la technique des monocouches (Gaines, 1966; Birdi, 1989;
Tancréde et al., 1982; Guay et Leblanc, 1987; Graham et Phillips,
1977; Davies et al., 1983; MacRitchie, 1986). Le but de ces études
est de saisir le fonctionnement organisationnel de ces systémes.
Elles visent principalement a caractériser les effets essentiels de
certains parameétres énergétiques (la pression de surface et le
potentiel de surface) ainsi que leur influence sur l'incorporation de
la protéine dans une monocouche lipidique. Jusqu'a présent, en ce
qui concerne le cyt f et le mélange lipide/cyt f, peu d'études ont été
réalisées sur la structure et l'organisation de cette protéine a

I'interface air/eau et en film L-B.

Chin et Brody (1975,1976) ont été les premiers a étudier les
monocouches de cyt f et de mélange chlorophylle a/cyt f a
I'interface air/eau. L'isotherme (I1-A) du cyt f oxydé (ferricyanure
de potassium) et réduit (ascorbate de sodium) rapporté par ces
auteurs présente une pression de surface non nulle aux grandes
aires moléculaires. L'arrét de la compression a 10 mN/m ne
présente pas de collapse bien défini. Dans le cas du mélange chl
a/cyt f a différentes fractions molaires de cyt f, I'étude rapportée
par ces auteurs, révele l'existence d'une large interaction entre le
cyt £ réduit et la chl a. Le maximum d'interaction est observé pour
un rapport cyt f:.chl a de 1:2 dans le cas du cyt f réduit, alors qu'elle

diminue pour un rapport de 1:3 dans le cas du cyt f oxydé.
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Nous pouvons soulever certaines limites vis-a-vis de la
véracité et de |'exactitude des résultats présentés par ces auteurs.
Dans un premier temps l'isotherme I1-A du cyt f oxydé et réduit
rapporté par ces auteurs, présente une pression de surface non nulle
aux grandes aires moléculaires. Cette constatation nous laisse
croire qu'il y a probablement certaines impuretés qui peuvent

dénaturer la protéine et fausser l'aire moléculaire déterminée.

La deuxiéme remarque que nous soulevons concerne l'arrét de
la pression de surface a 10 mN/m, impliquant ainsi I'absence du
collapse. Ceci nous amene a douter de I'homogénéité du film et de

son organisation a la surface de I'eau.

Finalement, ces auteurs n'ont pas mentionné ni |a
concentration du cyt £ ni le solvant utilisé pour I'étalement du film
monomoléculaire, ce qui nous améne a conclure qu'il y a
probablement une solubilisation de certaines particules dans la

sous-phase et une instabilité du film a l'interface air/eau.

Suite aux travaux de Chin et Brody (1975,1976), d'autres
études ont été réalisées sur le cyt f, le mélange chl a/cyt c et
chl a/cytf a linterface air/eau. Parmi ces travaux, on trouve
notamment ceux de Lamarche (1988a et 1988b). Dans le cas du
systéme mixte chl a/cyt c¢, l'auteur a étudié les propriétés
interfaciales de ce mélange a des proportions de 18:1. |l a constaté
que, suite a l'injection du cyt c dans la sous-phase, la pression et

le potentiel de surface augmentent de 2 mN/m pour IT et de +75 mV
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pour AV. Lorsque le film mixte est soumis a une premiére
décompression, un décalage progressif des isothermes II-A et AV-A
vers les plus grandes aires moléculaires est observé. Ce décalage
indique que la quantité de protéines incorporées augmente
graduellement. Lorsque le film mixte est recomprimé, les
isothermes de pression et de potentiel de surface continuent
d'augmenter vers les plus grandes aires moléculaires. Les
différences observées, au niveau des propriétés mécaniques et
électriques entre le film mixte et le film de chl a, nous indiquent
que l'incorporation du cyt ¢ dans la  monocouche de chl a est
irréversible. Cette irréversibilité est une indication directe de
I'existence d'une forte interaction entre les deux composés
(Lamarche et al., 1988).

L'étude concernant le mélange chl a/cyt f, rapportée par
Lamarche (1990), montre qu'aprés l'incorporation du cyt £ au film de
chl a il y a un accroissement immédiat de la pression de surface.
Ces accroissements indiquent que l'incorporation de la protéine
dans le film de chl a se produit instantanément aprés son addition.
Il est a noter que cette augmentation a déja été observée dans
le cas du mélange chl a/cyt ¢. L'auteur a conclu que le cyt f

interagit fortement avec la chl a.

Il s'avére que '"in vivo'", la chlorophylle a ne se fixe pas au
cyt f mais se retrouve plutdét accrochée a des polypeptides

transmembranaires. Puisque le cyt f est une protéine polaire ancrée

34



a la surface de la membrane des thylacoides, il semble donc que la

partie hydrosoluble du cyt £ et la chl a ne sont jamais en contact.

Dans une autre étude, |'auteur (Lamarche et al., 1988b;
Lamarche et al, 1990) a démontré par les mesures de radioactivité
de surface du cyt ¢ marqué qu'il y a une solubilisation de certaines
particules de cyt c dans la sous-phase. Il a estimé qu'environ 25%
des molécules initialement déposées se sont pas solubilisées dans
la sous-phase. Dans cette étude, l'auteur a négligé l'effet de la
concentration interfaciale sur la solubilisation des particules. |l a
été démontré par MacRitchie (1986), qu'a grande concentration
initiale, les molécules de protéines peuvent exercer les unes sur les
autres une pression qui peut affecter I'efficacité de leur épandage

et causer en partie leur désorption de la monocouche.

L'étude la plus récente effectuée dans ce domaine fut réalisée
par Es-Sounni (1993). Dans cette étude, l'auteur a examiné l'effet
de la concentration interfaciale initiale sur les isothermes II-A et
AV-A du cyt f. La protéine est déposée directement sur la surface
de la sous-phase par la méthode de Trurnit (Trurnit, 1960) et par la
méthode classique a partir d'une solution aqueuse contenant 50%
d'éthanol. Il a mentionné que I'épandage de la protéine a l'interface
air/eau dépend principalement du parameétre critique qui est la
concentration interfaciale initiale. Il a conclu que l|'accroissement
de I'aire moléculaire en fonction de la concentration du cyt f est la
preuve d'une plus grande rétention des molécules protéiques a la

surface de la cuve. Il a aussi ajouté que l'invariabilité du potentiel
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de surface en fonction de la concentration interfaciale suggére que
la structure moléculaire demeure inchangée a l'interface. Les
changements observés dans les isothermes II-A et AV-A par rapport
a l'aire moléculaire sont simplement dus a la désorption des
molécules dans la sous-phase, provoquée par l'effet de la
concentration interfaciale initiale. In vivo, ces changements
peuvent étre attribués a l'orientation organisationnelle du cyt /£, a
son pouvoir redox et a son incorporation dans la membrane du

thylacoide.

Les expériences réalisées par la méthode de Trurnit sur le
cyt /£ (Es-Sounni, 1993) ne donnent pas de résultat satisfaisant; les
isothermes II-A ne sont pas reproductibles et I'aire moléculaire
obtenue pour chaque isotherme apparait beaucoup plus faible que
celle attendue. L'auteur a expliqué ce phénoméne par la
solubilisation d'une partie importante des particules de cyt f dans

la sous-phase.

Afin de déterminer les facteurs qui gouvernent les
changements structuraux du cyt f et la nature des interactions
lipide/cyt f, il apparait nécessaire d'étudier I|'effet de la
concentration interfaciale, du solvant d'étalement, du pH de la
sous-phase et de la pression sur la stabilité de la monocouche.
L'ajustement de ces paramétres est nécessaire afin de minimiser la
solubilité de la protéine dans la sous-phase. Ainsi, il est possible
de caractériser plus précisément la monocouche de cyt f et du

mélange lipide-cyt f en mesurant les propriétés de la pression de
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surface (IT1) et du potentiel de surface (AV) en fonction de
I'aire moléculaire (A). Ces mesures permettent d'obtenir des
informations sur l'organisation et la stabilité de la monocouche a
I'interface air/eau, information qu'on ne peut acquérir a I'aide des

autres modéles (Ringsdorf et al., 1988).

1.8. Etude de la structure des films L-B par la microscopie & champ

proche (SPM: Scanning Probe Microscopy)

La microscopie a champ proche (la microscopie a effet tunnel
(STM) et la microscopie a force atomique (AFM)) est une nouvelle
technique d'investigation des surfaces. Elle a été mise au point par
Binnig et Rohrer en 1982 (Binnig et al, 1986). Son champ d'analyse
s'étend a des domaines divers de la physique des surfaces (Hamers
et al, 1987; Boland, 1990; Feenstra, 1991; Barth et al, 1990), de la
chimie des interfaces (Fuchs et al, 1992; Zasadzinski et al, 1994)
ainsi qu'a I'étude des matériaux biologiques (Brown et You, 1991;
Heckl et al., 1991; Driscoll et al., 1990; Fisher et al, 1990, Edstrom
et al.,, 1989).

Durant les dix derniéres années, la SPM s'est largement
développée. Actuellement, il est devenu possible avec cette
technique d'élargir la connaissance de l'architecture moléculaire et
son influence sur la relation entre les phases bidimensionnelles des

films monomoléculaires.
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L'étude de la topographie des films L-B de Ia
bactériorhodopsine (bR) de la membrane pourpre incorporée dans des
films de phosphatidylcholine (PC), déposée sur le graphite (HOPG),
montre une bonne organisation de la protéine dans la matrice
lipidique de PC (Niemi et al, 1993). La distance intermoléculaire
des groupes méthyle de la PC mesurée a partir des images STM est
de 0.41-0.50 nm. Tandis que celle des extrémités polaires est de
0.65-0.70 nm.

Dans une autre étude, Butt et al. (1991) ont aussi visualisé la
structure des films L-B de la bactériorhodopsine déposée sur le
verre et le mica. Ces auteurs ont rapporté que la résolution des
images AFM de la protéine déposée sur le mica est meilleure que
celle de la protéine adsorbée sur une bicouche d'acide arachidique.
Les images AFM rapportées par ces auteurs montrent que les
molécules de la bactériorhodopsine dans la membrane pourpre
possédent un arrangement hexagonal. La résolution atteinte par

I'AFM dans cette étude est de 1.1 nm.

Fujiwara et al. (1992) ont visualisé par I'AFM la structure des
films L-B de la glucose oxydase mélangée avec l'acide arachidique.
Le substrat utilisé pour la déposition des films est le mica. Les
images AFM montrent clairement des agrégats de protéines ayant
20 a 50 nm de diameétre. L'aire moléculaire de I'acide arachidique
déterminée 3 partir des images AFM est de 0.26 nmZ2. Cette valeur

est en accord avec celle mesurée a l'interface air/eau.
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Fare et al. (1992) ont étudié¢ par I'AFM le mélange lipide-
protéine en films L-B. Les images rapportées par ces auteurs ont
révélé que le mélange acétylcholine/di-palmitoyl-phosphatidyl-
éthanolamine (DPPE), déposé sur un substrat de silicium, forme des

domaines et des agrégats de protéines et de lipides.

La tendance des protéines a former entre elles des domaines
et des agrégats a aussi été confirmée dans le cas de l'actine F
(Braunstein,1995; Henderson et al, 1992), de I'immunoglobuline (Lin
et al., 1990) et de la fibrine (Drake et al, 1989). Les travaux
réalisés par STM et AFM sur les lipides, les protéines et les
mélanges lipides-protéines en films L-B sont nombreux. Nous
référons le lecteur intéressé aux aspects structuraux des films L-B
a consulter I'étude de DeRose et Leblanc (1995) sur I'ensemble des

travaux publiés récemment.

D'autres techniques, comme la microscopie optique (OM), les
rayons-X et la diffraction d'électrons peuvent étre utilisées pour
obtenir des informations structurelles. Cependant, ces techniques
possédent une résolution limitée. Contrairement au microscope
électronique a balayage (SEM: Scanning Electron Microscope) et a
transmission (TEM: Transmission Electron Microscope), I'STM et
I'AFM ne nécessitent pas la présence du vide (UHV: Ultra-High
Vacuum), ils peuvent fonctionner dans l'air et a température

ambiante.
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En effet, I'utilisation de la SPM (STM et AFM) permet d'obtenir
des informations précieuses sur la structure topographique réelle
avec un haut degré de résolution pouvant atteindre I'échelle
moléculaire. Cette nouvelle technique est trés performante pour
caractériser les transitions de phase et visualiser les domaines et
les agrégats dans la monocouche. La structure réelle des films L-B
est aujourd'hui a notre portée et constitue une nouvelle approche
des systémes physiques bidimensionnels. Les détails sur les
principes de base et le fonctionnement de I'STM et de I'AFM sont

donnés dans le chapitre 2.
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1.9. But de notre travail

Compte tenu de l'importance du cyt f dans la composition
et les fonctions qu'il posséde au sein de la membrane
photosynthétique, le présent projet vise a étudier les propriétés
interfaciales et structurelles du cyt f et du mélange MGDG/Cyt f et
DGDG/Cyt f. Le choix de ces deux galactolipides est justifié puisque
I'analyse des lipides des membranes des thylacoides révéle que la
majorité (75%) sont neutres, soit le MGDG et le DGDG. Ces derniers
constituent la matrice dans laquelle baignent les protéines

membranaires.

Notre travail est basé sur I'utilisation d'un systéme
biomimétique, soit celui des monocouches a l'interface air/eau et
des films Langmuir-Blodget (L-B). Notre approche consiste a
soumettre le film a des cycles d'expansion originant de fortes et
faibles pressions de surface. Dans un premier temps, on se propose
d'étudier les propriétés mécaniques (pression de surface: I1) et
électrique (potentiel de surface: AV) en fonction de ['aire

moléculaire (A) du cyt /.

Le but de notre étude vise principalement a caractériser la
stabilité conformationnelle du cyt f a l'interface air-eau. Cette
étape est trés importante puisque la stabilité de la monocouche
dépend beaucoup de I'état de la sous-phase: force ionique, pH. La
plupart des protéines ne peuvent étre répandues sur I'eau pure sans

perte d'une certaine quantité dans la sous-phase. Afin de minimiser
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ces pertes, il est essentiel de contrbler certains paramétres comme
la méthode d'épandage de la protéine, le solvant d'épandage et la
quantité optimale a déposer. Le contréle de ces parameétres est
nécessaire afin de minimiser la solubilité de la protéine dans la
sous-phase. Il permet de vérifier quantitativement si la protéine

est affectée ou non par la dénaturation de surface.

L'étape suivante concerne I'étude de la structure des films L-B
du cyt f et du mélange MGDG/Cyt f et DGDG/Cyt f par la microscopie
a effet tunnel (STM) et a force atomique (AFM). Cette technique
nous permet de visualiser directement des petites aires avec une
définition remarquable et un haut degré de précision, pouvant
atteindre la résolution a I'échelle moléculaire. L'utilisation de ces
deux récentes techniques d'investigation des surfaces pour la
visualisation des films L-B de cyt f et de mélange MGDG/Cyt f et
DGDG/Cyt [ devrait aider a déterminer ['état physique de la
monocouche, I'homogénéité, la structure des différentes phases
rencontrées au cours de la compression, ainsi que la présence

éventuelle de domaines, d'agrégats et de défauts.

Afin de mieux cerner qualitativement les indices qui peuvent
nous informer sur les changements conformationnels du Cyt f a
I'interface air-eau et l'influence de la pression de surface sur
I'incorporation de la protéine a la monocouche lipidique, nous
désirons produire des films minces comportant une architecture
moléculaire bien contrélée. De plus, nous proposons d'étudier

I'effet du solvant d'étalement (éthanol), de la pression et du
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substrat sur la structure des films L-B du Cyt f et du mélange
MGDG/Cyt f et DGDG/Cyt /.

L'analyse et Il'interprétation de la structure des films
visualisés par STM et AFM nous permettrons d'obtenir des
informations précieuses sur la topographie des films, d'identifier
plus précisément les facteurs qui gouvernent les changements
structuraux du cyt f et de vérifier si la protéine incorporée dans le
systéme mixte qu'on se propose d'étudier est affectée ou non par la
dénaturation de surface. Une comparaison directe des structures
obtenues, a |'aide de ces deux techniques, permettrait de justifier

la topographie réelle des films visualisés.
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CHAPITRE 2

DESCRIPTION DE LA MICROSCOPIE A CHAMP PROCHE:
LA MICROSCOPIE A EFFET TUNNEL ET A FORCE ATOMIQUE

2.1. Microscopie a effet tunnel

La microscopie & effet tunnel (STM: Scanning Tunneling
Microscopy) est une technique qui nous permet de visualiser
directement les petites aires avec une définition remarquable et un
haut degré de précision, pouvant atteindre la résolution a I'échelle

moléculaire.

2.1.1. Principe de base de la microscopie a effet tunnel

Le principe de mesure de la STM consiste a approcher une
pointe métallique extrémement fine constituant I'une des
électrodes (fil de tungsténe) a la surface d'un échantillon
conducteur constituant la deuxiéme électrode. La pointe et
I'échantillon sont séparés par une zone d'air isolante de faible

épaisseur, de l'ordre de 1nm (Binnig et Rohrer, 1982; O gletree et



Salmeron 1990; Zasadzinski, 1989). La faible différence de tension
(£ 0.1 a 0.2 V) appliquée entre la pointe et la surface de
I'échantillon crée un courant tunnel de I'ordre du nanoampére (0.1 a
50 nA). Cette situation rend possible le passage des électrons par
effet tunnel & travers la pointe/air/échantillon. La densité de ce

courant par unité de surface s'exprime selon I'expression suivante:

J = % 4_;35 VAggr exp(-2k,S) (nA/nm2)
avec,

ko = V(2m/h%e
et

= forts

ou,
Aeff : Section efficace traversée par le courant tunnel (nm2)

S : Distance entre la pointe et I'échantillon (nm)

\Y : Tension appliquée entre la pointe et I'échantillon (V)
h . Constante de Planck (6.626 x 10-34 J.S)

e : Charge de I'électron (1.602 x 10-19 C)

me : Masse de I'électron (9.1094 x 10-31 kg)
¢ : Fonction de travail moyenne des deux métaux (eV)
¢p : Fonction de travail de la pointe (eV)

¢s : Fonction de travail de la surface de I'échantillon (eV)
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La sensibilité du courant tunnel dépend en partie de la
structure électronique de la surface de |'échantillon, mais surtout,
de la qualité de la pointe utilisée. La dépendance du courant en
fonction de la distance inter-électrode est un point clé du
fonctionnement du microscope. Le schéma de base de
fonctionnement du microscope a effet tunnel est représenté dans la

figure 10.

2.1.2. Mode d'opération du microscope a effet tunnel

Le microscope a effet tunnel (STM) fonctionne généralement
en mode courant constant. Dans ce mode, le courant tunnel est
maintenu constant durant le balayage de la surface (0.5 a 1 seconde
par ligne). La surface de |'échantillon peut étre aussi balayée en
mode hauteur constante. Dans ce cas, la pointe est balayée sans
déviation selon I'élément Z du piézo-électrique.

Les paramétres expérimentaux les plus importants a contréler
lors du balayage, et qui sont nécessaires au bon fonctionnement du
microscope sont : la distance de séparation (Z) entre la pointe et Ila
surface de I'échantillon, le courant tunnel (I¢), la tension électrique
(V) appliquée entre la pointe tunnel et I'échantillon, la vitesse de
balayage (Sr: Scan rate) et le sens de balayage de la pointe. La
reproductibilité des images dépend de ces paramétres, de la surface
de I'échantillon, de la qualité de la pointe et du milieu environnant
dans lequel le balayage de la surface est effectué. Le contrble

de ces parameétres permet a I'STM d'opérer dans de meilleures
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Figure 10. Représentation schématique du principe de
fonctionnement du microscope a effet tunnel (STM)
(Tiré de Hansma et al, 1988).



conditions. Dans ces conditions, le STM peut atteindre une
résolution verticale de l'ordre de 0.01 A et une résolution latérale
de 0.1 A. En pratique, le STM posséde une résolution verticale de
I'ordre de 0.1 A et une résolution latérale de 1 A.

2.1.3. La pointe STM

2.1.3.1. Technique de préparation de la pointe

La pointe STM, utilisée pour le balayage de la surface des
films, est formée par la technique classique d'attaque
électrochimique d'un fil de tungsténe de 0.25 mm de diamétre. Ce
dernier est immergé dans une cellule électrochimique contenant 1 M
d'hydroxyde de sodium (Bourque et Leblanc, 1995; Meyer et Amer,
1988; Martin et al,, 1987). La cellule est constituée d'une électrode
de référence en cuivre et d'une électrode de travail (fil de
tungsténe). La différence de tension imposée a ces deux électrodes
permet le passage de courant électrique (1 A) et le détachement des
atomes de tungsténes. Le résultat d'une telle expérience permet la
formation d'une pointe fine. Généralement, une pointe idéale serait
formée d'un seul atome a son extrémité. La figure 11 montre une
vue de la pointe STM prise par le microscope électronique a

balayage (SEM: Scanning électron microscope).



IZB 100Fn WD26

Figure 11. Vue de la pointe STM prise par le microscope
électronique a balayage (SEM)
(Tiré de Bourque et Leblanc, 1995).
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2.1.3.2. Fonctionnement de la pointe

La pointe est fixée a un élément piézo-électrique constitué de
trois barreaux de céramiques (repaire: XYZ). Ces derniers
permettent a la pointe d'étre pilotée dans les trois directions de
I'espace (X,Y et Z) en fonction des tensions appliquées aux éléments

piézo-éléctiques (voir figure 10).

L'enregistrement des variations verticales du courant tunnel
[1y = £X,Y)] en mode hauteur (Z) constante, créées par la pointe dans
la direction Z en fonction de sa position latérale (X,Y), fournit une
image tridimensionnelle de la structure topographique de la surface
du film. Le déplacement de la pointe perpendiculairement a la
surface de I'échantillon (balayage paralléele au plan de la surface

X,Y) permet de reproduire la topographie de la surface étudiée.

Les films préparés, afin d'étre visualisés, doivent étre
conducteurs et plats au niveau atomique de préférence. D'autre
part, les molécules et les atomes doivent avoir une mobilité limitée
sur le substrat (adhérence des molécules au substrat).
Généralement, le balayage de la surface des films s'effectue en
mode distance constante. Dans ce mode, le courant tunnel est
maintenu constant lors de la construction de I'image. Le
déplacement de la pointe dans la direction Z (en mode courant
constant) est asservi par la condition que la densité de courant J
est invariable pour une surface donnée. Le pilotage des céramiques

piézo-électriques (X,Y et Z) et le contrble de la position de la pointe
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sont effectués par un systéme trés précis commandé par une
électronique d'asservissement. Un micro-ordinateur est utilisé pour

stocker les données des images.

2.2. Microscopie a force atomique

2.2.1. Principe de base de la microscopie a force atomique

La microscopie a force atomique (AFM: Atomic force
microscope) est une technique qui nous permet de mesurer le champ
de forces entre les atomes de la pointe et ceux de la surface de
I'échantillon. Le schéma de base du microscope a force atomique

est représenté dans la figure 12.

Contrairement au microscope a effet tunnel, I'AFM ne demande
pas des échantillons nécessairement conducteurs (Ogletree et
Salmeron, 1990). Son principe de mesure consiste a amener
I'échantillon prés de la pointe stationnaire, trés fine, montée sur un
ressort. Celle-ci est attachée a un micro-levier, placée de sorte
que son axe principal de symétrie soit perpendiculaire au plan de la
surface du film. Le micro-levier sert a communiquer au systéme de
détection tout effet de force sur la pointe. La figure 13 montre une
image de la pointe et du micro-levier (Si3N4) d'AFM obtenue par le
microscope électronique a transmission (TEM). Cette image montre
la position de la pointe au-dessus de la surface de I'échantillon

(Rugar et Hansma, 1990).



Détecteur

Figure 12. Schéma du principe de fonctionnement du
a force atomique (AFM) (Tiré Hansma et al., 1988).

microscope
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Figure 13. Image de la pointe AFM prise par le microscope
électronique a transmission (TEM)
(Tiré de Rugar et Hansma, 1990).
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La détection des faibles mouvements verticaux et latéraux du
micro-levier lors du balayage de la surface consiste a mesurer la
déflexion du faisceau laser, provenant de la diode laser, réfléchi par
le micro-levier vers la photodiode. La figure 14, nous donne une
représentation schématique du fonctionnement du systeme de

détection par déviation optique.

Au cours du balayage, au fur et @ mesure que ['échantillon
avance vers la pointe, le micro-levier commence a s'incliner vers la
surface de I'échantillon. Ce dernier subit une déformation
(courbure) proportionnelle a I'intensité de la force (1023 10-12N)
en chaque point de la surface balayée, cette information est

utilisée pour décrire la topographie de la surface des films.

Comme dans le cas du microscope a effet tunnel, la résolution
des images AFM est a I'échelle moléculaire "'voire atomique'. De
plus, I'AFM peut opérer dans différents environnements: en air, sous
vide ou en solution (Marti et al, 1987). Il permet I'examen des
systémes biologiques dans leur environnement physiologique
(Hansma et Hoh, 1994; Morris, 1994) et peut s'appliquer a tous les
types de films L-B (conducteur ou non conducteur). Dés son
apparition, I'AFM a été utilisé pour observer la structure cristalline
de la surface de matériaux inorganiques comme le graphite
(HOPG: Highly Oriented Pyrolitic Graphite), l'or ""Au(111)" et
le mica (Sugawara et al.,, 1990; Manne et al, 1990; Drake et al.,
1989). En général, la résolution atomique est facilement obtenue

pour des surfaces qui ont une architecture moléculaire bien
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Diode laser

Photodiode 3
deux segments

Micro-levier

Trajet de la pointe

Echantillon

Figure 14. Représentation schématique de fonctionnement
du systeme de détection par déviation optique
(Tiré de Roberts et al, 1994).
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controlée (structure cristalline, plat).

2.2.2. Mode d'opération de I'AFM

2.2.2.1. Type de force entre la pointe et I'échantillon

Le balayage de la surface de I'échantillon tout proche de la
pointe permet a ses atomes et a ceux de la pointe d'entrer en
interaction. Dans cette situation, les forces qui peuvent exister
entre la pointe et I'échantillon sont de type de van der Waals,

électrostatiques et/ou magnétiques (Martin et al,, 1987).

La figure 15, nous montre la courbe typique de la force (F) qui
agit sur le micro-levier en fonction de la distance (Z) séparant la
pointe et I'échantillon. Le point A de la courbe correspond a la force
(Fa) attractive maximale de van der Waals obtenue au moment ou la
pointe commence a s'approcher de la surface de I'échantillon
(déviation maximale du levier). Le point B correspond au
repoussement de la pointe par la surface de I'échantillon. Dans
cette position, l'intensité de la force (Fg) est proche de zéro (la
force d'attraction est égale a celle de répultion). La pente de la
droite passant par A, B et C décrit les propriétés mécaniques de la
surface de I'échantillon a I'échelle nanométrique. Elle dépend de la
position de I'échantillon par rapport a la pointe, de la géométrie et
de la qualité de la pointe. La courbe passant par les points C et D
correspond a la force d'adhésion qui existe entre la pointe et

{'échantillon. L'intensité de la force (Fp), au point D, correspond



m Force (F)

Distance (Z)

Figure 15. Courbe typique de la force agissant sur le micro-levier
en fonction de la distance séparant la pointe et ['échantillon

(Tiré de Burnham et al., 1993).
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au maximum de la force d'adhésion. La partie de la courbe
au-dessous de l'axe des X correspond aux forces attractives de van
der Waals qui existent entre la pointe et I'échantillon, alors que
celle du haut correspond aux forces répulsives. Notons que toute
position de la pointe située aprés le point A permet au microscope
de fonctionné en mode contact, alors que le déplacement de la

pointe avant le point A correspond au mode non contact.

La résultante F des forces attractives et répulsives s'exprime

selon |'equation suivante:

-2 B _ 6L
fz) —12213 627

ou, B et D sont des constantes qui dépendent de la qualité de la
pointe ainsi que de la densité et la distribution de charges a la
surface de I'échantillon. Z est la distance entre la pointe et

I'échantillon.

La distance nécessaire au bon fonctionnement du microscope
varie selon le type de la force. Le tableau 3 nous donne les
différentes forces qui peuvent exister entre la pointe et

I'échantillon (Burnham et al., 1993).
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2.2.2.2. Mode contact et non contact

La microscopie AFM fonctionne généralement en mode appelé
""contact''. Dans ce mode, la distance (Z) séparant la pointe et
I'échantillon devient trés petite. Dans ce cas, I'équation ci-dessus
est dominée par le premier terme (12 B/Z13) correspondant aux
forces répulsives. Une fois le contact établi, les forces répulsives
(10-10 3 107 N) provoquées par le contact entre les nuages
électroniques des atomes de la pointe et ceux de la surface de
I'échantillon tendent a repousser la pointe vers le haut. Le balayage
de la pointe AFM tout proche de la surface de [I'échantillon
s'effectue en mode forceconstante. L'intensité des forces
répulsives est maintenue constante lors de la construction de

I'image décrivant la topographie de la surface de I'échantillon.

L'AFM peut aussi fonctionner en mode appelé "'non contact'. Le
balayage de la surface de I'échantillon s'effectue en mode hauteur
constante. La distance entre la pointe et ['échantillon est
inférieure ou égale a 100 nm. Les forces qui agissent sur la pointe
peuvent étre de type de van der Waals, électrostatiques et/ou
magnétiques (Hartmann, 1991). Généralement ces forces sont
attractives et parfois elles sont répulsives. Dans ce mode,
I'intensité des forces d'interaction entre la pointe et I'échantillon

varie entre 10-12 et 10-10 N.

Dans les deux modes de fonctionnement, le principal probléme

reste de ne pas endommager la surface de ['échantillon, de la pointe
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Tableau 3

Type de forces existant entre la

pointe et |'échantillon.

Type de force

Distance pointe-échantillon

en Angstroms (A)

van der Waals (attraction)
Electrostatique (répulsion)
Capillaire (condensation)
Hydratation (sels)
Solvatation (solvant)
Friction (balayage)

Adhésion (contact)

~100

~1000

~10

~100

~10

(Tiré de Burnham et al,, 1993)
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ou des deux simultanément. Afin d'éviter ce probléme, il est
nécessaire de bien contréler la distance (Z) pointe-échantillon. La
résolution du microscope dépend grandement du mode de
fonctionnement, de la vitesse de balayage (S;) et de l'intensité de la
force (F). Cette derniere dépend de la permittivité diélectrique de

la pointe et de la surface de I'échantilion (Hartmann, 1991).

Il est clair que dans les deux types de microscope, STM et
AFM, l'intérét réside dans la visualisation des objets a I|'échelle
moléculaire. L'utilisation de ces deux récentes techniques pour la
caractérisation des films L-B devrait aider a comprendre
I'organisation exacte des molécules dans un plan moléculaire et les
propriétés particuliéres qui en découlent. Une comparaison directe
des structures obtenues, a l'aide de ces deux techniques,
permettrait de justifier la structure topographique des films

visualisés.

2.3. Types de substrats utilisés pour I'STM et I'AFM

L'examen de la topographie de la surface des films L-B par
STM et AFM dépend largement de la nature du substrat utilisé et de
la pureté de I'échantillon. Les substrats les plus utilisés et qui ont
fait I'objet de plusieurs études par STM et AFM sont le graphite, le
mica et I'Au (111).

Le graphite (HOPG: graphite pyrolitique hautement orienté)
peut étre utilisé comme substrat hydrophobe pour I'STM et I'AFM. I
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est trés plat sur de larges surfaces et trés facile a nettoyer par la
méthode de clivage a l'aide d'une bande adhésive ou d'une lame
aigué. |l est assez conducteur, non corrosif et relativement propre

et inerte.

Le mica cbmme I'HOPG, se nettoie facilement par une bande
adhésive ou une lame aigué. |l est plat sur de larges surfaces et
relativement propre et stable en air ou en solution. Contrairement
a I'HOPG, le mica est un substrat hydrophile et non conducteur ce

qui fait de lui un candidat trés utile pour ['AFM.

L'Au (111) peut aussi étre utilisé comme substrat hydrophile
pour I'STM et I'AFM. La technique pour sa préparation consiste a
évaporer I'Au sur des surfaces de mica chauffé sous vide et
préalablement nettoyé par la méthode de clivage. La déposition des
atomes Au sur la surface du mica (001) entralne une bonne
orientation des films Au dans la direction (111), formant ainsi un
arrangement epitaxial. Les films préparés par cette technique ont
une surface hydrophile, propre et conductrice. Ils sont non
corrosifs, chimiquement inertes et possédent une épaisseur de
I'ordre de 300 nm (DeRose et al, 1991; DeRose et al, 1993). Apres
leur production, les substrats doivent étre placés sous vide dans un

dessiccateur jusqu'a leur utilisation.
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CHAPITRE 3

MATERIELS ET METHODES

3.1. Matériels

3.1.1. Pureté des produits utilisés

La technique des monocouches est trés sensible aux impuretés
des produits servant a préparer la phase aqueuse et des molécules
étalées a l'interface. Afin d'éviter tout effet d'impureté qui
pourrait fausser la mesure des isothermes II-A et AV-A, ainsi que
la préparation des films L-B, les substances utilisées doivent étre
d'un haut degré de pureté: la verrerie, la cuve de Langmuir, les
solvants d'étalement, ainsi que l'eau et les sels constituant la

sous-phase.

3.1.2. Purification de l'eau et des sels de Ia sous-phase

L'eau servant a la préparation de la sous-phase et des

solutions aqueuses est filtrée a l'aide d'un systéme nanopore



(Sybron-Barnstead, Boston, MA) comportant quatre filtres. L'eau
permutée est passée a travers des résines échangeurs d'ions et une
membrane dont le diamétre excéde 0.2 mm. L'eau ainsi filtrée,

presente une résistivité électrique de I'ordre de 18 MQ.cm.

Dans certains cas, cette eau subit une double distillation sur
des colonnes de quartz (modéle bi-18, Heraeus, Hanau, Allemagne).
Suite a la distillation, la tension superficielle de |'eau, déterminée
par la méthode de Nouy, est 2 71 mN m-1. Finalement, I'eau est
conservée dans des bouteilles de verre propres jusqu'a son

utilisation pour la préparation des monocouches.

Le Trizma-base (tri[hydroxymethyllaminomethane, C4H11NO3)
servant a la préparation de la sous-phase, le phosphate dibasique
(Na2HPO4) de méme que le phosphate monobasique (NaH2PO4)
servant a l'ajustement du pH des solutions protéiques proviennent

de la compagnie Sigma (Sigma Chem. Co., St. Louis, MO).

L'adsorption d'impuretés tensioactives a l'interface air-eau
pourrait fausser la mesure des isothermes mesurées et modifier
les interactions prenant place dans la monocouche. La pureté de
I'eau et des sels de la sous-phase a été détectée par des mesures de

compressions a balayage rapide " test blanc'. Pour ce faire, suite
au remplissage du bassin de Langmuir par la solution tamponnée et
aprés un temps d'attente de 30 minutes, aucune pression de surface
n'a été détectée lors de la compression en blanc. Pour cette raison,

et puisque le degré de pureté réclamé par le fabriquant est de
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99.9%, le Trizma base et le phosphate sont utilisés sans

purification supplémentaire.

3.1.3. Pureté des molécules utilisées en monocouche

Le cyt f, extrait de navet selon la méthode de Gray (Gray,
1978; Gray,1992), est recu sous forme de poudre en lots de 5 mg
(Sigma Chem. Co., St. Louis, MO). Le degré de pureté de la protéine
est vérifié par électrophorése sur gel de polyacrylamide (Laemmli,
1970) en présence du dodécylsulfate de sodium (SDS-PAGE
molecular weight standards, low range). L'isolation du cyt / sur gel
de polyacrylamide ne montrent aucune trace d'impureté provenant
des lots examinés. Les résultats de densitométrie (figure 16)
démontre qu'il n'y a qu'une seule protéine et qu'il s'agit du bon poids
moléculaire du cyt /£ (31.1 KD). De plus, suite a I'étalement de Ia
protéine a la surface de la sous-phase, aucune prssion de surface
(provenant d'impuretés tensioactives) n'a été détectée avant la
compression de la monocouche. La protéine est utilisée telle que

fournie par la compagnie Sigma, sans aucune autre purification.

Le MGDG et le DGDG, proviennent de la compagnie Lipid
Products (Nutfield Nurseries, Surrey, U.K.) et Serdary Research Lab.
Inc. (London, ON, Canada). Ces lipides sont constitués de chaines
poly-insaturées riche en acide linolénique (C16:3 et C18:3). Les
échantillons sont recus en lots de 100 mg dans un mélange de

chloroforme:méthanol (9:1, viv) a une concentration de 1 mg/ml. Les
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Figure 16. Densitogramme électrophorétique représentant
I'isolation du cyt f sur gel de polyacrylamide. (A): Représente
I'isolation du cyt /. (B): Représente la migration du standard.




tests chromatographiques (Chromatographie sur couche mince: CCM)

effectués sur ces lipides n'ont pas révélé d'impureté pouvant
altérer les isothermes I1-A obtenues (Tancréde et al., 1981;

Tancréde et al.,1982; Gallant, 1990). Pour cette raison, les deux
lipides sont utilisés tels que fournis par le fabriquant (purs a 99%)

sans purification préalable.
L'acide arachidique Czo (n-eicosanoic acid, C20H4002, pur a
99%), provient de la compagnie Sigma, est utilisé en monocouche

pour la modification des substrats rugueux.

3.1.4. Les solvants d'étalement

L'éthanol, le chloroforme et le méthanol sont utilisés comme
solvants d'étalement des molécules, puisqu'ils s'étalent,
s'évaporent rapidement et sont trés peu miscibles dans I'eau
(forment un mélange homogéne). Chaque solvant est préalablement

distillé dans un systéme approprié.

3.2. Méthodes

3.2.1. Technique de fabrication de la monocouche a l'interface
air/eau

L'épandage d'une protéine ou de molécules lipidiques
amphiphiles a la surface d'une solution aqueuse conduit a la

formation d'une couche monomoléculaire, ayant une structure
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bidimensionnelle bien ordonnée. Les molécules étalées, seront
orientées de telle sorte que les segments polaires ou hydrophiles
plongent dans |I'eau, tandis que les segments non polaires
hydrophobes s'orientent vers I'air. Le Cyt f est déposé a partir d'une
solution d'éthanol:eau préparée en solubilisant d'abord le Cyt f dans
I'eau et en ajoutant ensuite I'éthanol. Le MGDG et le DGDG sont
déposés a partir d'une solution chloroforme:méthanol (9:1, viv). Le
nombre de particules épandues a l'interface est calculé de facon a
obtenir une aire par molécule. Avant le début de la compression,
une attente de 30 minutes est nécessaire pour permettre au solvant
d'étalement de s'évaporer. Lorsque le film monomoléculaire est
comprimé au maximum, chaque molécule occupe une surface bien

déterminée.

3.2.2. Préparation des films mixtes

La procédure expérimentale pour préparer les films mixtes
lipide-protéine est représentée sur la figure 17-A. La
correspondance entre les étapes expérimentales et la présentation
graphique des isothermes de pression de surface est montrée sur la
figure 17-B. La solution de lipide est déposée goutte-a-goutte sur
la surface aqueuse préalablement nettoyée (étape 1). Aprés une
attente de 30 minutes permettant au solvant d'étalement
(chloroforme:méthanol) de s'évaporer, la protéine est étalée 2 la
surface de la sous-phase (étape 2). Aprés évaporation du solvant

(I'éthanol), le film mixte est comprimé jusqu'au collapse (étape 3).
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Figure 17. Représentation schématique de la procédure

expérimentale pour préparer les films mixtes lipide-protéine (A) et
de la correspondance avec les isothermes I1-A (B).



3.2.3. La cuve: ""bain de Langmuir"

La cuve servant a mesurer les isothermes IT-A et AV-A est
illustrée a la figure 18. Le bassin de la cuve est fait d'aluminium,
les parois intérieures sont recouvertes d'un matériau hydrophobe
(Téflon), inerte chimiquement. |l est possible de le remplir de telle
sorte a ce que le ménisque de I'eau soit au-dessus des bords de Ia
cuve. C'est dans le compartiment B (voir figure 18), compris entre
le flotteur et la barriére mobile, que nous étalons les molécules.
En déplagant la barriére, la surface disponible pour les molécules

étalées diminue au fur et a mesure que la pression augmente.

L'ensemble des expériences effectuées dans cette étude a été
réalisé a la fois, au Centre de recherche de [|'Université du Québec a
Trois-Rivieres (U.Q.T.R) et au département de chimie de ['Université
de Miami. Deux types de bassin ont été utilisés, le premier "'cuve de
Langmuir'’ posséde une dimension de 102,0 x 14.7 x 1,0 cm. Le
second "balance de Wilhelmy", ayant une dimension de 58.0 x 15.5 x
1,0 cm, comporte un puits de 4,0 cm de profondeur permettant la
plongée du substrat au moment du transfert de la monocouche.
Les résultats ainsi obtenus restent toutefois identiques et

reproductibles.

L'ensemble des expériences effectuées dans cette étude a été
réalisé a la fois, au Centre de recherche de I'Université du Québec a
Trois-Rivieres (U.Q.T.R) et au département de chimie de [I'Université

de Miami. Deux types de bassin ont été utilisés, le premier "cuve de
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Figure 18. Représentation schématique de la cuve de Langmuir
servant a mesurer les isothermes T1-A et AV-A. Les détails sont
donnés dans le texte.



Langmuir'' posséde une dimension de 102,0 x 14.7 x 1,0 cm. Le
second ''balance de Wilhelmy", ayant une dimension de 58.0 x 15.5 x
1,0 cm, comporte un puits de 4,0 cm de profondeur permettant la
plongée du substrat au moment du transfert de la monocouche. Les
résultats ainsi obtenus restent toutefois identiques et

reproductibles.

3.2.4. Mesure de la pression de surface

La mesure de la pression de surface est a la base de
I'identification et de la caractérisation des monocouches. Cette
mesure peut nous informer sur la stabilité de la monocouche a
I'interface air-eau, la réorientation des molécules dans un systéme
a deux dimensions, les transitions de phase et les changements de
conformation. Généralement, la mesure quantitative de la pression
superficielle s'effectue par deux méthodes classiques: la méthode

de Wilhelmy et de Langmuir.

3.2.4.1. Méthode de Wilhelmy

L'utilisation de la balance de Wilheimy consiste a mesurer la
force verticale due a la tension de surface exercée sur une lame
mouillable (platine ou feuille de papier filtre) suspendue et
partiellement immergée dans la sous-phase, pour une surface

propre (eau pure), puis en présence de la monocouche.
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3.2.4.2. Méthode de Langmuir

Le dispositif expérimental ( voir figure 18) est constitué d'un
flotteur (une mince bande flexible en Téflon) relié & une balance par
I'intermédiaire d'un fil de torsion. Le flotteur sépare la surface
aqueuse en deux parties. La premiére (partie A) contient
uniquement la sous-phase. La deuxiéme (partie B), quant a elle,
comporte la monocouche. La pression de surface (IT1) se définit
comme étant la différence entre les tensions superficielles de la
sous-phase pure (do) et du film monomoléculaire (d) répandue sur la
surface de l'eau. Cette différence est a l'origine de la force
horizontale exercée par le film sur le flotteur, mesurée par le
systéme de Langmuir et enregistrée grace au déplacement du
flotteur relié au fil de torsion (voir figure 18). Elle est exprimée

par la relation suivante:

IT = do- d

3.2.5. Le potentiel de surface

La mesure du potentiel de surface est une technique
importante pour l'analyse des propriétés de la distribution des
groupes polaires par rapport aux groupes non polaires de la
monocouche. En assimilant la monocouche a un condensateur plan
dont les faces paralléles sont |'air et la phase prés de la surface de
I'eau, on définit le potentiel de surface comme étant la différence

de potentiel (AV) entre une électrode de référence ( Pt ou calomel)
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et une électrode radioactive placée juste au-dessus de la surface de
I'eau (1 @ 2 mm au-dessus de l'interface). La premiére est plongée
dans la sous-phase, préalablement nettoyée (bralée au rouge). La
seconde, étant radioactive, permet d'ioniser la couche d'air qui la
sépare du film et la rendre ainsi conductrice. Le potentiel de

surface s'exprime par I|'équation suivante:
AV = Vm - Vo

ou Vo est la différence de potentiel mesurée en absence de la
monocouche, par rapport a I|'électrode de référence. Vy est la

différence de potentiel en présence de la monocouche.

Le potentiel AV représente I'augmentation du potentiel a
I'interface par la présence d'une couche monomoléculaire insoluble
(Gaines, 1966). Il est directement reli¢ au moment dipolaire moyen
de la monocouche et dépend de la densité ainsi que de l'orientation
des molécules dans le film. L'équation suivante nous donne son

expression en fonction du moment dipolaire:

w, = A AV
1211

ol wu, est la composante du moment dipolaire moyen de la
monocouche (perpendiculaire a l'interface), exprimée en millidebyes

(mD). A est I'aire occupée par molécule en A2, AV est le potentiel

de surface mesuré en millivolts (mV). IIest la pression de surface,

exprimée en mN/m.
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3.2.6. L'isotherme de pression de surface (I1-A)

Les isothermes de pression de surface I-A représentent la
pression de surface (I1) de la monocouche en fonction de l|'aire
moléculaire (A) occupée par chaque molécule. La diminution de
I'aire globale occupée par les molécules permet de faire varier
I'aire moléculaire. Chaque point de l'isotherme représente un état
stationnaire de la monocouche qui peut se trouver dans différentes

phases (gaz, Liquide Expansé: LE, Liquide Condensé: LC ou solide).

La phase gazeuse est observée dans la région de grandes aires
moléculaires. Les molécules subissent entre elles des chocs
élastiques aléatoires. Dans la phase liquide, les molécules
interagissent par l'intermédiaire de leurs chaines aliphatiques
(forces de van der Walls), il n'y a alors aucun ordre d'orientation 3
grande distance. Dans la phase solide, les tétes polaires sont
orientées par les liaisons hydrogénes. Le "collapse" est un état
instable de la monocouche qui dépend de la nature des molécules
utilisées, de la température, du pH de la sous-phase et de la vitesse
de compression. La pression au collapse (IIc) correspond au
changement de pente de l'isotherme a la fin de la portion linéaire

observée dans la région des pressions élevées.

La figure 19 représente l'isotherme I1-A d'une substance
amphiphile, ainsi que les différents états de phase de Ia
monocouche au cours de la compression (Gaines, 1966). Ce type

d'isotherme présente une propriété physique spécifique de chaque
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Figure 19. Isotherme II-A d'une substance amphiphile, montrant
les différents états de phase de la monocouche au cours de la
compression (Tiré de Gaines, 1966).
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type de molécule amphiphile étalée a la surface de la sous-phase. |l
offre des informations précieuses sur l'orientation des molécules

et leur interaction dans une monocouche.

3.3. Les films de Langmuir-Blodgett (L-B)

3.3.1. Le transfert sur substrat solide

Le film monomoléculaire étalé a la surface de la sous-
phase peut étre transféré sur un substrat solide dans le but d'études
spectroscopiques, microscopiques ou d'applications techniques. La
procédure expérimentale de la déposition des monocouches sur
substrat solide hydrophile est illustrée a la figure 20. Les
principaux auteurs de cette technique de déposition sont "Langmuir
et Blodgett"; ce sont les premiers qui ont réussi a transférer la
monocouche sur substrat solide afin de la caractériser. Le dépbt ne
peut avoir lieu que si la monocouche a une affinité plus forte pour
le substrat que pour la sous-phase. Le transfert étant parfois une
opération de longue durée, la stabilité de la monocouche au cours du
temps joue un rble important. La pression de transfert doit étre
choisie de telle sorte que la monocouche doit se trouver dans une
phase condensée (LC) inférieure de quelques mN/m a la pression de

collapse.

Le transfert de la monocouche est une étape trés
importante dans la fabrication des films L-B. Il dépend de plusieurs

paramétres tels que la nature de la monocouche (stabilité, qualité
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et homogénéité), la sous-phase (pureté, force ionique, pH et
température), la nature du substrat solide (qualité de surface,
composition chimique), I'angle de pénétration du substrat dans la
sous-phase ainsi que la vitesse de la montée et de la descente du
substrat. Cette derniére doit étre lente, approximativement de
quelques millimétres par minute. La technique de la chimie de
surface est aussi trés sensible aux effets d'impureté: les solvants
de déposition, l'eau, les sels constituant le substrat de Ia
monocouche, la verrerie et la propreté de la cuve. De plus, toutes
les substances utilisées a cette fin doivent étre d'un haut degré de

pureté afin d'augmenter la qualité du transfert de la monocouche.

Le rendement de la déposition peut étre déterminé en
calculant le rapport entre la surface balayée par la barriére mobile
et l'aire occupée par la monocouche sur les faces de la lamelle. Ce

rapport est défini par I'équation suivante:

ou Ap est la surface occupée par les molécules transférées, Asf

est la surface immergée du substrat au cours du transfert.

Ce rapport peut nous informer sur la qualité du transfert.
Idéalement, ce dernier doit étre égal a 1, ce qui prouve que toutes
les molécules transférées de la surface de I'eau sont

nécessairement déposées sur les faces du substrat.
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3.3.2. Les différents types de transfert

Il existe différents types d'empilement possibles (type X,Y,Z)
lors du transfert sur substrat solide hydrophile (figure 21). Ces
derniers dépendent de la structure et de l'indice d'hydrophobicité
des molécules utilisées. Le type X correspond au transfert de la
monocouche lors de I'immersion du substrat. Dans ce cas, les
multicouches transférées sont moins stables a cause des
interactions hydrophiles-hydrophobes entre les couches. Ce type de
transfert n'est obtenu qu'avec des molécules possédant un groupe
polaire treés faible. Le type Y se réalise lorsque les multicouches
sont déposées a l'immersion ainsi qu'a I'émersion du substrat dans
la sous-phase. Ce genre d'empilement est trés stable grace aux
interactions hydrophobes-hydrophobes et hydrophiles-hydrophiles
entre les couches transférées simultanément. Ce type de transfert
est réalisé avec des molécules possédant des groupements
fortement polaires et des chaines aliphatiques hydrophobes. Par
ailleurs, le type Z correspond au transfert de la monocouche sur
le substrat lors de son émersion. Contrairement au type Y, les
multicouches transférées par le type Z ne sont pas trés stables a
cause des interactions hydrophiles-hydrophobes qui existent entre

les couches.

Le balayage de la surface des films L-B de cyt f et de mélange
MGDG/cyt f et DGDG/cyt f ainsi que la prise des images STM et AFM
sont réalisés a l'aide du microscope Nanoscope I, fabriqué par la

compagnie Digital Instrument Inc. (CA, USA). Ce dernier comprend
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les deux types de microscopes (STM et AFM). Les détails sur le
principe de fonctionnement de I'STM et de I'AFM sont présentés dans
le chapitre 2. Notons aussi que la préparation des films L-B et Ia
visualisation de leurs surfaces sont effectuées dans une salle
propre (classe 1000). La température et le taux d'humidité sont
maintenus constant 2 21 = 1 °C et 40%, respectivement. A chaque
expérience, nous préparons 5 fois le méme type de film pour
s'assurer de la reproductibilité des résultats obtenus par les deux

microscopes (STM et AFM).
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CHAPITRE 4

RESULTATS ET_DISCUSSION

4.1. Caractérisation des isothermes IT1-A et AV-A du cvt £

a l'interface air/eau:

Les paramétres critiques qui affectent la désorption d'une
protéine de la monocouche a la sous-phase sont: la concentration
interfaciale initiale, le solvant d'étalement et le pH de la sous-phase.
Le contrdle de ces parameétres permet de caractériser la monocouche
de cyt f en mesurant les propriétés de pression de surface (I1) et du

potentiel de surface (AV) en fonction de I'aire moléculaire (A).

4.1.1. Effet de la concentration interfaciale du cyt £ sur les
isothermes II-A et AV-A

L'effet de la concentration interfaciale initiale sur les

isothermes TII-A et AV-A du cyt f est illustré dans la figure 22. La

protéine est déposée a partir d'une solution aqueuse contenant 20%
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Figure 22. Effet de la concentration interfaciale initiale sur les
isothermes II-A et AV-A du cyt f. Les quantités déposées sont

indiquées dans la figure.

Sous-phase: Tris-HCl 1 mM, pH: 8.
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d'éthanol (courbes 1-4). Les quantités de cyt f déposées sont de
160 ng (courbe 1), 120 nug (courbe 2), 80 ug (courbe 3) et 40 ug
(courbe 4). La sous-phase est constituée du tampon Tris-HCl TmM,
pH: 8. Apreés un temps d'attente de 30 min., temps nécessaire a
I'évaporation du solvant d'étalement, le film est comprimé trés
lentement a une vitesse d'environ 4 A2 molécule-’ minute-1. Les
isothermes TII-A et AV-A ainsi réalisées sont des moyennes de
quatre courbes obtenues & partir de trois solutions différentes,
préparées dans les mémes conditions. La déviation maximale entre
les courbes moyennes extrémes est de 2 A2/molécule pour |'aire
moléculaire, et de 10 mV pour le potentiel de surface. La figure 22
montre qu'au fur et a mesure que la quantité de cyt f déposée
augmente, de 40 a 160 ug successivement, l'aire moléculaire
extrapolée a O mN/m dans la portion linéaire de la courbe diminue
de 1 300 A2 (courbe 4) a 580 A2 (courbe 1). Le changement de
pente, relativement apparent, observé au sommet de la partie
linéaire des isothermes I1-A et AV-A correspond a une pression de
surface de |'ordre de18 mN/m et a un potentiel de surface de |'ordre
de 290 mV (courbe 4). Ce dernier est défini comme étant le
collapse de la monocouche du cyt f et correspond a une aire
moléculaire de I'ordre de 740 AZ2/molécule (courbe 4). L'apparition
du collapse est considéré comme étant le commencement d'une
désorption partielle de la protéine ou des résidus d'acides aminés,

de la monocouche a la sous-phase (MacRitchie, 1985).

Lorsque la monocouche de cyt f est dans un état initial (IT1=0),

les molécules sont éparses et les dipbles ne sont pas alignés. Dans
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ce cas, le potentiel mesuré est celui de la sous-phase, AV est faible
car les dipbles sont éloignés et peu orientés par rapport a la
perpendiculaire (courbe 1 et 2). L'arrangement simultané des
molécules de cyt f pour former une autre phase (condensée: solide
ou liquide) implique une diminution de I'aire moléculaire limite et
une augmentation du potentiel de surface. En effet, les molécules
s'organisent de plus en plus a l'interface et la contribution des
moments dipolaires a la mesure de AV est de plus en plus
importante. Comme le potentiel de surface dépend de I'orientation
perpendiculaire du moment dipolaire, la variation de ce dernier
suggére que les changements observés dans les isothermes II-A et
AV-A par rapport a l'aire moléculaire sont dus a une plus grande
rétention du cyt f a la surface de la sous-phase, provoquée par

I'effet de la concentration interfaciale.

Les travaux antérieurs effectués sur |'épandage des protéines
a l'interface air/eau ont montré qu'une protéine totalement étalée a
l'interface air/eau occupe souvent une aire moléculaire de 1 m2/mg
(Kashiwagi, 1959; MacRitchie et Ter-Minassian-Saraga, 1984; Krebs
et al, 1988; Kézdy, 1972; Taneva et al, 1984;). Afin de limiter les
pertes des molécules dans la sous-phase, il est préférable de
déposer la moitié de cette quantité, soit 0.5 mg/m2. Dans notre
cas, la surface de la cuve utilisée est de 900 cm?2, la concentration
interfaciale initiale devrait étre de Il'ordre de 45 pg. Lorsqu'on
examine les résultats de la figure 22, on constate qu'effectivement,
les plus grandes aires moléculaires sont obtenues pour des

concentrations de cet ordre, soit 40 pg. Notons qu'a grande
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concentration interfaciale initiale, les molécules de cyt f peuvent
exercer les unes sur les autres une pression qui peut affecter
I'efficacité de leur épandage et causer en partie leur désorption de
la monocouche a la sous-phase. Un phénoméne semblable est
rapporté dans I'étude de la glycophorine a l'interface air-eau, une

protéine membranaire de globule rouge (Davies et al, 1983).

Les résultats abordés ci-dessus nous montrent que les
différences observées dans les isothermes TII-A et AV-A sont
reliées a la densité surfacique des molécules de cyt f initialement
déposées. L'augmentation de la concentration interfaciale conduit a
une nette solubilisation du cyt f dans la sous-phase.
L'accroissement de [|'aire moléculaire en fonction de la diminution
de la concentration interfaciale montre qu'il y a une plus grande

rétention du cyt / a la surface de la sous-phase (Tazi et al., 1994).

4.1.2. Effet du solvant d'étalement sur les isothermes II-A et AV-A

ducyt f

Les isothermes TII-A et AV-A de cyt f obtenues pour
différentes concentrations d'éthanol (solvant d'étalement) sont
présentées dans la figure 23. La quantité de cyt f déposée a
I'interface air-eau est de 40 pg (courbe 1 a 7). Les conditions
expérimentales (la sous-phase, le temps d'attente et la vitesse de
compression) employées dans cette étude sont similaires au cas
précédent. L'erreur expérimentale déterminée dans ce cas est

d'environ * 1 A2/molécule pour l'aire moléculaire, et de 5 mV
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Figure 23. Effet du solvant d'étalement sur les isothermes II-A et
AV-A du cyt f£. La protéine (40 ug) est déposée a la surface de la
sous-phase a partir d'une solution constituée d'éthanol/eau. Les
pourcentages d'éthanol utilisés pour la déposition du cyt f sont
indiqués dans la figure. Sous-phase: Tris-HCI 1 mM, pH: 8.
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pour le potentiel de surface.

Ces résultats montrent qu'a faible concentration d'éthanol
(Fig. 23, courbes 1 et 2), inférieure a 20%, il y a diminution de
I'aire moléculailre et de la pression de surface. L'arrét de la
pression @ 17 mN/m (courbe 1) et 2 21 mN/m (courbe 2) ne présente
pas de collapse bien défini. La faible pression déterminée dans ce
cas est la preuve d'une nette solubilisation du cyt f dans la sous-
phase. La courbe 3 de la figure 23 posséde la forme courante
rapportée pour de nombreuses protéines solubles (MacRitchie et
Ter-Minassin-Saraga, 1984; Herrigton et Sahi, 1987). L'aire
moléculaire extrapolée dans la portion linéaire de cette courbe a O
mN/m est égale a 1300 A2/molécule. Le changement de pente

déterminant le collapse a 18 mN/m est mieux marqué.

Les isothermes I1-A et AV-A du cyt £ (Fig. 23, courbe 3, 4, 5,
6 et 7) caractérisent bien des monocouches ou la totalité des
molécules est restée a l'interface air/eau au cours de Ia
compression du film. Le changement de pente correspondant a la
formation du collapse est bien défini. L'examen de ces résultats
nous montre qu'il y a augmentation progressive et simultanée des
isothermes TI-A vers les plus grandes aires moléculaires. Ce
comportement nous porte a croire que les transformations
manifestées par le cyt f, sous l'influence de la concentration
d'éthanol, peuvent étre attribuées au phénoméne de dénaturation de
la protéine. Cette dénaturation correspond aux modifications

conformationnelles de la structure du cyt f répandue a l'interface
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air-eau. Notons aussi qu'aucun changement spectrale n'a été
observé sous l'influence de la concentration d'éthanol dans Ia
solution protéinique (Gray, 1992). La forme spectrale est identique
a celle montrée dans le chapitre | (paragraphe 1.3.4.2). Ce résultat
nous montre que la protéine utilisée n'est pas dénaturée par
le solvant d'étalement avant d'étre déposée a la surface de la

sous-phase.

L'effet dénaturant provoqué par la surface a la protéine, est
probablement di a une perte des structures secondaires et
tertiaires du cyt /. Dans ces conditions, les résidus hydrophobes
sont éjectées dans la phase aérienne alors que les résidus polaires
demeurent dans la phase aqueuse de l'interface (MacRitchie, 1981).
Cette situation résulte en une augmentation de [|'aire moléculaire et
de la pression au collapse en fonction de la concentration
croissante d'éthanol, causée par la rétention de la protéine a la

surface de la sous-phase (Tazi et al., 1994).

4.1.3. Effet du pH de la sous-phase sur les isothermes I1-A et

AV-A du cyt £

L'effet du pH de la sous-phase sur les isothermes I1-A et AV-A
du cyt f est présenté dans la figure 24. Le pH de la sous-
phase utilisé dans ce cas est de: 9.5, 9, 8, 7, 5 et 4. Les conditions
expérimentales (le temps d'attente et la vitesse de compression)

employées dans cette étude sont similaires au cas précédent.
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L'examen de la figure 24 montre que la diminution graduelle du
pH dans la sous-phase conduit a un changement visible dans les
isothermes II-A et AV-A du cyt f. L'effet du pH décroissant, se
manifeste par une augmentation appréciable de I'aire moléculaire
limite et de la pression au collapse. Notons que I'aire moléculaire
limite, obtenue 3 pH 9.5 (courbe 1) et pH 4.0 (courbe 6), passe de
850 A2 3 2130 A2, L'aire moléculaire déterminée 3 pH 4.0 et 5.0,
proche du point isoélectrique: pH 4.7 (Gray, 1992), est maximale.
ceci montre que la totalité des molécules est restée a la surface de
I'eau. Le point isoélectrique tel que connu, correspond a une
moyenne de charges neutres pour toute la surface de la protéine en

contact ou submergée a la surface de I'eau.

Dans une étude antérieure, rapportée par Demel et al. (1991)
sur l'effet du pH de la sous-phase de la toxine de diphtérie,
I'augmentation de ['aire moléculaire limite et de la pression au
collapse observée par ces auteurs est due a une transition de la
protéine, d'une conformation globulaire compacte a une structure
dénaturée moins compacte. Dans la présente étude, les
transformations manifestées par le cyt £ sous l'influence du pH de
la sous-phase peuvent étre liées au phénoméne de dénaturation de la
protéine dont les structures secondaires et tertiaires sont
perturbées. L'augmentation de |'aire moléculaire et de la pression
au collapse est un signe de I'apparition de changements

conformationnels du cyt £ a l'interface air/eau (Tazi et al., 1994).
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Figure 24. Effet du pH de la sous-phase sur les isothermes I1-A et
AV-A du cyt f. La concentration d'éthanol utilisée pour la
déposition du cyt f (40 pg) est de 20%. Les pH de la sous-phase
utilisés dans ce cas sont indiqués dans la figure. Sous-phase: Tris-
HCI 1 mM.
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La structure native et les dimensions qu'occupe cette protéine
en solution ou dans une cellule biologique photosynthétique sont
obscures. Les propriétés interfaciales du cyt f déterminées dans la
présente étude ne peuvent étre comparées a d'autres travaux
antérieurs. En effet, la seule étude réalisée sur ce sujet, a été
publiée par Chin. et Brody (1975). Dans cette étude , les auteurs
n'ont mentionné, ni la concentration interfaciale du cyt £, nile
solvant d'étalement utilisé. De plus, les conditions expérimentales
utilisées par ces derniers (sous-phase trés concentrée en phosphate
de sodium et nature non indiquée du cyt f) différent de celles
utilisées dans notre travail. Pour ces raisons, une comparaison
adéquate des isothermes I1-A et AV-A ne peut étre portée a ce

sujet.
4.1.4. Conclusion

Les résultats présentés dans ce chapitre permettent de
conclure que l'organisation du cyt f a l'interface air-eau dépend
essentiellement de la nature de ses constituants et de son

interaction avec son environnement.

Les isothermes I1-A et AV-A du cyt f sont hautement
influencés par la concentration interfaciale. Cependant, il existe
une concentration critique, de l'ordre de 0.5 mg/m2, au-dessus de
laquelle les molécules initialement déposées sont solubilisées dans

la sous-phase.
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Le solvant d'étalement, I'éthanol, a un effet considérable sur
les isothermes II-A et AV-A du cyt f. Les fortes concentrations
d'éthanol, supérieures a 20%, affectent largement la structure
conformationnelle de la protéine, provoquant ainsi sa dénaturation a
I'interface air-eau. La faible pression de surface déterminée a
faible concentration d'éthanol montre une nette solubilisation du
cyt f dans la sous-phase. L'augmentation progressive et simultanée
des isothermes I1-A en fonction de la concentration d'éthanol, vers
des grandes aires moléculaires, est la preuve d'une plus grande

rétention du cyt / a l'interface air/eau.

Dans le cas du pH de la sous-phase, nous avons noté une
augmentation appréciable de I'aire moléculaire limite et de la
pression au collapse en fonction du pH decroissant. |l est probable
que les transformations manifestées par le cyt /, sous l'influence
du pH de la sous-phase, sont liées a un changement dans la

conformation de la protéine a l'interface air/eau.

Afin de mieux cerner qualitativement les indices qui peuvent
nous informer sur la structure conformationnelle du cyt £, il est
d'intérét d'étudier la structure topographique de cette protéine en
film L-B par la technique de la SPM: la microscopie a effet tunnel et
a force atomique. Ce genre d'étude constitue une suite logique au
présent travail et permet d'identifier plus précisément les
changements structuraux du cyt f a l'interface air/eau. Puisque
cette technique est plus pertinente que d'autres, elle permet

d'obtenir des informations précieuses sur la structure
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topographique réelle du cyt f avec un haut degré de résolution

pouvant atteindre I'échelle moléculaire.

4.2. Etude de la structure des films L-B du cyt £ par AFM

Dans le paragraphe précédent, nous avons constaté que Le
solvant d'étalement, I'éthanol, a un effet considérable sur les
isothermes TI-A et AV-A du cyt f. Les fortes concentrations
d'éthanol, supérieures a 20%, affectent largement la structure
conformationnelle de la protéine. Pour élucider ce comportement,
nous avons décidé d'étudier par I'AFM et I'STM la topographie des
film L-B de cyt f en fonction de la concentration d'éthanol et de la

pression interfaciale (I1).

4.2.1. Effet de la pression interfaciale sur la structure des

films L-B du cyt /£ préparés a 20% d'éthanol

4.2.1.1. Préparation d'une monocouche de cyt F déposée sur

le_mica

Nous avons examiné en premier lieu une monocouche de cyt f
préparée a 20% d'éthanol. La monocouche est transférée sur le mica
a 4 différentes pressions de surface, soit: 5, 10, 15 et 20 mN/m. Le
transfert de la monocouche a 20 mN/m est effectué seulement pour
le cas des films préparés @ 80% d'éthanol. Les conditions
expérimentales employées pour la préparation de la monocouche

sont présentées dans le chapitre 4.1.1. Les pressions de transfert
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sont choisies a partir de l'isotherme IT1-A de la figure 22 (courbe 4).
Le substrat utilisé pour le transfert de la monocouche de cyt f est
placé verticalement au-dessus de la sous-phase. La vitesse de
plongée et de montée du substrat est égale a 2 mm/min. Le temps
de séchage de la monocouche transférée est de 30 min. Le transfert
réalisé par cette méthode fournit une monocouche de type Z, ceci
signifie que la déposition des molécules s'effectue lors de la
montée du substrat de la sous-phase. Le rendement de la déposition
(T) de la monocouche est estimé a 0.9 pour les films déposés a 15
mN/m, 0.8 pour 10 mN/m et 0.6 pour 5 mN/m. Suite au transfert de

la monocouche, on passe a la visualisation du film.

4.2.1.2. Visualisation par AFM d'une monocouche de cvt f

transférée a3 5 mN/m sur le mica

La figure 25 montre une image AFM qui représente la structure
de la surface du mica. Le film est balayé a I'air et en mode contact.
Dans ce mode, l'intensité de la force est maintenue constante
entre 1 et 5 nN. La vitesse de balayage (S;) utilisée pour la
prise de image est égale a 8 Hz. La taille de I'image (S;) est égale
a 50 x 50 nm. La distance de séparation (Z:) entre la pointe et
I'échantillon est égale a S nm. Dans cette image, le mica posséde
une structure stable et plate sur de larges surfaces, ce qui fait de

lui un substrat trés utile pour IAFM.

La figure 26 montre les images AFM d'une monocouche de cyt f

en film L-B transférée a S mN/m sur le mica. L'image 26.a
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Figure 25. Image AFM de la surface du mica. La taille de I'image
est égale a 50 x 50 nm (voir détails dans le texte).
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Figure 26. Images AFM d'une monocouche de cyt f en film L-B
transférée a 5 mN/m sur le mica. La concentration d'éthanol
utilisée pour la déposition du cyt f (40 ug) est de 20%. Les tailles
des images (a) et (b) sont égales a 2 x 2 umet 1 x 1 um,
respectivement (voir détails dans le texte).
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(S=1.5 Hz, S;=2 um, Z,=2 nm) représente la structure surfacique du
film L-B de cyt f. Cette surface est composée de grains de cyt f
dispersés et bien étalés a la surface de mica. Les grains observés
dans cette image possédent approximativement la méme forme et la
méme taille. L'image 26.b (S5,=1.5 Hz, S;=1 um, Z,=2 nm) présente
une structure identique a I'image 26.a mais avec un agrandissement
de 2 fois. Cette image montre bien I'emplacement des grains de cyt
f sur le mica. Ces derniers sont distribués plus ou moins
uniformément et ne possédent aucune orientation spécifique sur le
substrat. La taille moyenne de ces grains varie entre 35 et 60 nm.
La comparaison entre la taille des grains déterminée a partir des
images AFM et l'aire (1300 A2) estimée a partir des isothermes I1-A
(figure 22: courbe 4) suggére que le cyt f forme des agrégats 3

l'interface air-eau.

4.2.1.3. Visualisation par AFM d'une monocouche de cyt f

transférée a 10 mN/m sur le mica

La figure 27 montre les images AFM d'une monocouche de cyt £
en film L-B transférée a 10 mN/m sur la surface du mica. L'image
27.a (S5:=1.5 Hz, S;=3.5 um, Z,=3 nm) montre aussi la formation
d'agrégats de tailles égales a 45 nm. Le transfert de la monocouche
a une pression de surface relativement plus élevée, soit 10 mN/m,
donne au film L-B une structure plus dense. L'image 27.b (S;=1.5 Hz,
Sz=1.75 um, Z,=3 nm) représente une vue agrandie 2 fois I'image
27.a. Comparée aux images 26.a et 26.b, I'image 27.b montre

clairement, avec une meilleure résolution, la présence de défauts
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Figure 27. Images AFM d'une monocouche de cyt f en film L-B
transférée a 10 mN/m sur le mica. La concentration d'éthanol
utilisée pour la déposition du cyt f (40 ug) est de 20%. Les films
sont balayés a I'air et en mode contact. L'intensité de la force est
maintenue constante entre 1 et 5 nN. Les tailles des images (a) et
(b) sont égales a 3.5 x 3.5 um et 1.75 x 1.75 um, respectivement
(voir détails dans le texte).
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dans la structure du film. Ces défauts apparaissent sous la forme
de trous ayant un diamétre moyen de 100 nm. |l est probable que
les trous créés a la surface du mica sont provoqués par le
détachement de certaines molécules de cyt f lors du transfert a la
jonction des trois phases, monocouche/sous-phase/substrat. Les
molécules qui se détachent, retournent dans le film flottant a la
surface. Notons aussi que la rétention d'eau entre les molécules de
la monocouche de cyt f lors du transfert peut aussi créer des
défauts intrinséques dans la structure du film. La structure de la
surface du film, déterminée dans cette étude, ne montre aucun ordre

d'orientation a cette pression de transfert.

4.2.1.4. Visualisation par AFM d'une monocouche de cyt f

transférée a 15 mN/m sur le mica

La figure 28 montre les images AFM d'une monocouche de cyt f
en film L-B transférée a 15 mN/m sur le mica. L'image 28.a (5,=1.5
Hz, S;=2.5 um, Z,=6 nm) montre que le film L-B posséde une
structure plus compacte comparée aux films préparés a 5 et 10
mN/m. La surface du film est plate (non rugueuse) sur des grandes
aires. L'image 28.b (S;=1.5 Hz, S;=1.25 um, Z,=6 nm) représente une
vue agrandie de 2 fois I'image 28.a. La différence de contraste,
entre les images 28.2 et 28.b montre clairement I'emplacement des
grains au niveau de la surface de mica. Ces grains sont des
agrégats de cyt f. Ces derniers possédent approximativement la
méme taille (45 nm) que ceux formés aux pressions précédentes

(5 mN/m et 10 mN/m). La grande densité des agrégats adsorbés sur
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417 nm

Figure 28. Images AFM d'une monocouche de cyt £ en film L-B
transférée a 15 mN/m sur le mica. La concentration d'éthanol
utilisée pour la déposition du cyt f (40 ng) est de 20%. Les films
sont balayés a I'air et en mode contact. L'intensité de la force est
maintenue constante entre 1 et 5 nN. Les tailles des images (a) et
(b) sont égales a 2.5 x 2.5 um et 1.25 x 1.25 um, respectivement
(voir détails dans le texte).
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la surface du mica indique que la monocouche de cyt f, transférée a
une pression de surface plus élevée, posséde une forte adhésion au
substrat. Comme la surface du mica porte une charge négative, il
est probable que la forme des agrégats observés soit due aux forces
attractives exercées par la surface du mica sur la monocouche de
cyt f. La faible différence de taille entre les agrégats formés aux
trois différentes pressions suggére que l'agrégation de la protéine
s'effectue a l'interface air/eau. De plus, l'effet de la pression
interfaciale exercée sur les molécules de cyt f n'affecte pas la

taille des agrégats observés (Tazi et al., 1996).

4.2.2. Effet de la pression interfaciale sur la structure des films
L-B du cyt f préparés a 80% d'éthanol

4.2.2.1. Visualisation par AFM d'une monocouche de cyt f

transférée a 5 mN/m sur le mica

La monocouche de cyt f examinée dans cette partie est préparée
dans des conditions semblables a celles mentionnées dans la partie
précédente. Les films L-B de cyt /, préparés a 80% d'éthanol (Fig.
23, courbe 7), sont déposés sur le mica a 4 différentes pressions de
surface, soit: 5, 10, 15 et 20 mN/m. Le taux de transfert de la
monocouche est estimé a 0.9 pour les films déposés a 20 mN/m, 0.7

pour 15 mN/m, 0.6 pour 10 mN/m et 0.4 pour 5 mN/m.

La figure 29 montre les images AFM d'une monocouche de cyt f

en film L-B transférée a3 5 mN/m sur le mica. L'image 29.a
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Figure 29. Images AFM d'une monocouche de cyt f en film L-B
transférée a 5 mN/m sur le mica. La concentration d'éthanol
utilisée pour la déposition du cyt f (40 ug) est de 80%. Les films
sont balayés a I'air et en mode contact. L'intensité de la force est
maintenue constante entre 1 et 5 nN. Les tailles des images (a) et
(b) sont égales a 6 x 6 um et 2 x 2 um, respectivement (voir détails

dans le texte).
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(S;=3.5 Hz, S;=6 um, Z,=20 nm) montre clairement la formation de
domaines de cyt f a la surface du mica. L'image 29.b (5,=3.5 Hz,
Sz=2 um, Z,=20 nm) montre la méme structure que I'image 29.a mais
avec une vue 3 fois agrandie. En comparant ces images avec celles
obtenues a 20% d'éthanol (figure 25), on peut facilement noter la
différence remarquable observée dans la structure des films L-B du
cyt f déposés a 5 mN/m. De plus, le taux de couverture de la surface
de mica (figure 29) est nettement faible comparé a celui noté dans
le cas de 20% d'éthanol (figure 25). Le plus frappant dans l'image
29.b est la forme des domaines de cyt f formés a la surface de mica.
Ces domaines apparaissent en forme de chaines faiblement
compressées, larges et trés bien connectées les unes aux autres.
Soulignons aussi que ces domaines sont fins et ont une largeur
moyenne égale a 100 = 1 nm. L'examen de I'image 29.b montre aussi
la présence de petits agrégats formés dans les domaines de cyt /.
Comparés aux agrégats formés a 20% d'éthanol (images 25.b, 26.b et
27.b), les agrégats observés a 80% d'éthanol apparaissent avec la
méme forme et possédent approximativement la méme taille, soit

de 50+ 1 nm.

4.2.2.2. Visualisation par AFM d'une monocouche de cyt f

transférée a3 10 mN/m sur le mica

La figure 30 montre les images AFM d'une monocouche de cyt f
en film L-B transférée a 10 mN/m sur le mica. L'image 30.a
(Sr=2.5 Hz, Sz=4 um, Z;=15 nm) montre la formation de domaines

plus denses comparés a ceux visualisés a S mN/m (figure 29).
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Figure 30. Images AFM d'une monocouche de cyt f en film L-B
transférée a 10 mN/m sur le mica. La concentration d'éthanol
utilisée pour la déposition du cyt f (40 ng) est de 80%. Les films
sont balayés a I'air et en mode contact. L'intensité de la force est
maintenue constante entre 1 et 5 nN. Les tailles des images (a) et
(b) sont égales 2 4 x 4 um et 2 x 2 um, respectivement (voir détails

dans le texte).
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L'image 30.b (S,=2.5 Hz, S;=2 um, Z,=15 nm) présente la méme
structure que l'image 30.a mais avec une vue agrandie 2 fois. Les
domaines, observés dans ce cas, gardent leur forme et tendent a
couvrir une surface plus large. Les branches de ces derniers sont
bien connectées les unes aux autres. La taille moyenne des
domaines peut atteindre 2 + 1 um, alors que la largeur des branches
varie entre 100 et 150 + 1 nm. |l est clair que l'augmentation de la
taille des domaines notés dans cette étude est due au regroupement
des branches provoqué par I'augmentation de la pression de surface

exercée sur les molécules de cyt /.

4.2.2.3. Visualisation par AFM d'une monocouche de cyt f

transférée a 15 mN/m sur le mica

La figure 31 présente des images AFM qui montrent la structure
du film L-B déposé a 15 mN/m. Contrairement aux cas précédents,
le transfert de la monocouche de cyt / a 15 mN/m donne aux
domaines une structure plus dense. L'image 31.a (5=3.5 Hz, S;=4
um, Z=20 nm) montre que les domaines formés dans ce cas sont
plus larges que ceux visualisés a 5 et 10 mN/m. Ces derniers
possédent une taille qui varie entre 250 et 700 * 1 nm. L'image
31.b (5,=3.5 Hz, Sz=2 um, Z,=20 nm) montre le méme contenu que
I'image 31.a mais avec une vue agrandie 2 fois. Dans cette image,
les agrégats de cyt f possédent une taille moyenne de I'ordre de 60 +
1 nm. |l est important de souligner que, durant le balayage de la
surface du film, nous avons constaté que certaines parties du

substrat ne sont pas bien couvertes. Comme nous l'avons déja
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668 nm

Figure 31. Images AFM d'une monocouche de cyt f en film L-B
transférée a 15 mN/m sur le mica. La concentration d'éthanol
utilisée pour la déposition du cyt £ (40 ug) est de 80%. Les films
sont balayés a I'air et en mode contact. L'intensité de la force est
maintenue constante entre 1 et 5 nN. Les tailles des images (a) et
(b) sont égales @ 4 x 4 um et 2 x 2 um, respectivement (voir détails

dans le texte).
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signalé au paragraphe 4.2.1.3, il est possible que la faible
couverture de la surface soit due a la présence de défauts dans la
structure du film, détachement de certaines molécules de cyt f du
film lors du transfert. |l est également possible que les films
préparés a 80% d'éthanol et déposés a 15 mN/m soient faiblement
compressés par rapport aux films préparés a 20% d'éthanol.
L'épandage de la protéine a grande concentration d'éthanol affecte
largement la structure des films. En effet, cette augmentation de
la concentration d'éthanol diminue la dissociation des groupes
chargés des molécules protéiques. Dans ces conditions, il est
possible que la structure désordonnée observée dans les films soit

due a la dénaturation du cyt f.

4.2.2.4. Visualisation par AFM d'une monocouche de cyt £

transférée a 20 mN/m sur le mica

Les observations rapportées dans le paragraphe précédent nous
portent a examiner la structure des films préparés dans les mémes
conditions, mais transférés a une pression plus élevée, soit de 20
mN/m. La figure 32 montre les images AFM d'une monocouche de
cyt f en film L-B transférée a 20 mN/m sur le mica. L'image 32.a
(Sr=3.5 Hz, Sz=2 um, Z;=10 nm) montre la structure surfacique du
film L-B de cyt /. L'image 32.b (§=3.5 Hz, S;=1 um, Z;=10 nm)
présente une vue rapprochée de la structure du film transféré a la
méme pression. La différence entre ces images et celles des films
déposés a 15 mN/m (Figure 31) est frappante. L'examen des images

32.a et 32.b montre clairement que la structure du film est trés
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Figure 32. Images AFM d'une monocouche de cyt f en film L-B
transférée a 20 mN/m sur le mica. La concentration d'éthanol
utilisée pour la déposition du cyt f (40 ng) est de 80%. Les films
sont balayés a l'air et en mode contact. L'intensité de la force est
maintenue constante entre 1 et 5 nN. Les tailles des images (a) et
(b) sont égales a 2 x 2 um et 1 x 1 um, respectivement (voir détails

dans le texte).
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compacte comparée a celle des images 31.a et 31.b. De plus, cette
structure est semblable a celle des films préparés a 20% d'éthanol
et déposés a 15 mN/m (figure 28). La forme et la taille (45 nm) des
agrégats déterminées dans ce cas sont identiques a celles
observées dans les films préparés a 20% d'éthanol. L'augmentation
de la pression interfaciale exercée sur le film permet au molécules
de cyt f de se regrouper entre elles, formant ainsi des agrégats de
méme taille. Considérant ces résultats, il est clair que
I'augmentation de la concentration d'éthanol dans la solution
protéique affecte largement la structure conformationnelle du cyt /.
La structure topographique des films L-B de cyt f déterminée dans
la présente étude, en fonction de la concentration d'éthanol et de la
pression interfaciale exercée sur les molécules de cyt £, est une
preuve directe des changements observés dans les isothermes I1-A

et AV-A du cyt f étalé a l'interface air/eau (Tazi et al.,, 1997).

4.2.3. Effet du substrat sur la structure des films L-B de cyt £

Dans le but d'étudier I'effet du substrat sur la structure des
films L-B du cyt /, nous avons effectué sur I'Au(111) un prédépot de
trois couches d'acide arachidique (Cz2p). Cette méthode de
modification de la surface de I'Au(111) permet d'améliorer le taux
de transfert de la protéine sur le substrat modifié. De plus, la
déposition du C2¢0 sur I'Au(111), modifie la nature de la surface du
substrat. En effet, cette modification rend hydrophobe la surface
hydrophile de I'Au(111).
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4.2.3.1. Isotherme II-A de l|'acide arachidique (C20)

L'acide arachidique (C20) est déposé a la surface de l'eau pure a
partir d'une solution de chloroforme, préparée a une concentration
de 0.3 mg/ml. Aprés évaporation du solvant, le film
monomo|écu|airé est comprimé lentement a une vitesse de 3
mm/min. L'isotherme II1-A de compression (figure 33) montre la
relation entre la pression superficielle (IT) et I'aire moléculaire (A)
occupée par les molécules de C2p étalées a l'interface air/eau. La
pression varie de 0 a 57 mN/m, valeur au-dela de laquelle est
observé un effondrement du film suite a la formation du collapse.
La caractéristique la plus importante de cette courbe est
I'existence d'une transition de phase a une pression de surface égale
a 26 mN/m. A partir de cette pression, les molécules de Czo
occupent la méme aire moléculaire a l'interface air/eau. L'aire
moléculaire extrapolée dans la portion linéaire de la courbe a 0
mN/m est égale a 19 mN/m. Ces résultats sont en bon accord avec

ceux déterminés par Brousseau et al. (1993), Pezron et al. (1990).

4.2.3.2. Le substrat modifié

Dans ce paragraphe, nous décrivons les différentes phases de
fabrication du film L-B de Cpo déposé sur I'Au(111), que nous
appelons substrat modifié: Au(111)/C2o.

Au cours du transfert du film monomoléculaire de Czo étalé a la

surface de l'eau, la pression superficielle exercée sur les molécules
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Figure 33. Isotherme T11-A de l'acide arachidique (C20). La
monocouche de Czo est préparée a partir d'une solution de
chloroforme (0.3 mg/ml). Sous-phase: eau pure, pH: 5.6.



est maintenue constante a 30 mN/m par asservissement de la
position de la barriere mobile. L'Au(111) est utilisé, comme
substrat hydrophile, pour le transfert du Cz9. L'échantillon est
placé verticalement au-dessus de la surface de I'eau. La vitesse de
plongée et de montée du substrat est égale a 2 mm/min. Le temps
de séchage des films transférés est de 30 min. Rappelons que la
méthode de préparation des films d'Au(111) est présentée dans le
chapitre 2 (paragraphe 2.3). En effet, le transfert de la premiére
couche de Cz2¢ sur I'Au(111) s'effectue lors de la montée du substrat
de la sous-phase. Les molécules amphiphiles de C2o adhérent au
substrat hydrophile par I'intermédiaire de leurs tétes polaires
hydrophiles. Lorsque I'échantillon est retiré du bain, il traverse une
seconde fois le film. Cependant, les molécules se trouvant sur l'eau
se transférent grace aux interactions de leurs chaines aliphatiques
fortement hydrophobes avec les chaines aliphatiques de la premiére
couche (interactions de van der Waals). Lors de la montée de
I'échantillon de la sous-phase, les tétes hydrophiles de la deuxiéme
couche transférée interagissent avec les molécules se trouvant sur
I'eau. Ainsi, une troisieme couche est transférée (type Y), celle-ci

rend la surface du substrat modifié [Au(111)/C20] hydrophobique.

4.2.3.3. Visualisation par STM du substrat modifié
[Au(111)/C20]

L'image 34.a (5r=2 Hz, Sz;=6 um, Z;=25 nm) montre la topographie
de la surface d'Au(111) déposé sur le mica. Le balayage de la

surface du film est effectué a l'air et en mode courant constant
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Figure 34. (a): Image STM de la surface d'Au(111) déposé sur le
mica. (b): Image STM de 3 monocouches de C2o déposées a 30 mN/m
sur I'Au(111). Les tailles des images (a) et (b) sont égales a 6 x 6
um et 4 x 4 um, respectivement (voir détails dans le texte).



(It = 0.45 nA). La tension électrique (Vp) appliquée entre la pointe
tunnel et |'échantillon est égale a -90 mV. Dans cette image,
la structure polycristalline de I'Au(111) forme des iles empilées
les unes sur les autres. La dimension moyenne de ces iles
varie entre 250 et 500 + 1 nm. La topographie de la surface
d'Au(111) détérminée dans cette étude est en bon accord avec
celle rapportée par DeRose et al. (1991), Salmeron et al. (1992).
L'image 34.b (Sr=2 Hz, Sz=4 um, Z=25 nm) représente Ia
topographie du film L-B de C2q visualisé par STM (It=0.1 nA, Vp=-30
mV). Le film est formé de 3 monocouches de C29 déposées a 30
mN/m sur I'Au(111). Dans cette image, on constate que le C2g
forme des domaines compacts. La dimension moyenne de ces
derniers varie entre 0.6 et 1 um. Notons aussi que la surface du
film d'Au(111) modifiée est nettement moins rugueuse que
celle du film non modifié. Il est clair que la topographie des
films de Czo est affectée par la rugosité du substrat. Les films
de C2p sont en effet trés stables a l'interface air/eau. Une fois
transférés sur des substrats rugueux, ces films créent des
ponts entre les aspérités de surface, et quelques couches suffisent
a rendre le substrat presque plat a |I'échelle moléculaire.
En effet, les films L-B de C2o forment une bonne surface de support.
Ces résultats se comparent bien avec ceux réalisés par d'autres
chercheurs sur la modification de substrats rugueux (Birdi et Vu,
1994; Schwartz et al,, 1992; Hui et al., 1995).
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4.2.3.4. Visualisation par STM du cyt f déposé sur
'Au(111)/Cp0

La déposition du cyt f sur I'Au(111) est pratiquement impossible
a cause de la rugosité de ce substrat. Cette difficulté nous oblige a
couvrir la surface des films d'Au(111) avec 3 monocouches de Cyg.
Cette modification de la surface d'Au(111) permet une trés bonne
déposition de la protéine. La figure 35 (It=0.1 nA, Vp=-90 mV)
représente les images STM du film L-B d'une bicouche de cyt f
préparée a 20% d'éthanol (Fig. 23, courbe 3). La bicouche (type Y)
est transférée a une pression de surface égale a 15 mN/m. L'image
35.a (Sr=1.5 Hz, S;=6 um, Z;=35 nm) montre la structure de la
surface du film L-B de cyt f déposé sur I'Au(111)/C20. Les points
hauts (blancs) observés sur cette image correspondent aux régions
de plus grandes densités, tandis que les points bas (noirs)
correspondent aux trous formés lors du transfert. L'influence de la
nature du substrat sur la qualité des films obtenus aprés transfert
est déterminante. En effet, les agrégats de cyt f observés par STM
sur I'Au(111)/C20 adoptent une forme différente de celle visualisée
par AFM sur le mica a 15 mN/m (figures 28 et 31). Cette différence
de forme est probablement due a la différence qui existe entre les
deux substrats. L'image 35.b (§=1.5 Hz, S;=3 pm, Z,=35 nm) montre
une vue plus rapprochée de la surface du film. Cette image montre
bien le regroupement des agrégats de cyt f formés sur
I'Au(111)/C20. Ces derniers sont distribués uniformément et ne
possédent aucune orientation spécifique. La dimension moyenne de

ces agrégats varie entre 200 et 400 = 1 nm. Comparés aux agrégats
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Figure 35. Images STM d'une bicouche de cyt f en film L-B
préparée a 20% d'éthanol. La bicouche est transférée sur
I"Au(111)/C20 a une pression de surface égale a 15 mN/m. Les
tailles des images (a) et (b) sont égales a 6 x 6 um et 3 x 3 um,
respectivement (voir détails dans le texte).
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observés sur le mica, ceux déterminés dans la présente étude sont
largement plus grands. La différence qui existe entre les images
STM et AFM est probablement due a l'effet de I'épaisseur du film
ainsi que la forme et les dimensions de la pointe tunnel (Markiewicz
et Goh, 1995; Keller et Franke,1993). En effet, lorsque la pointe
tunnel approche les régions épaisses, le courant tunnel diminue
dramatiquement. Cette diminution peut causer un mouvement
inhabituel de la pointe lors du balayage de la surface du film. Ce

travail est sous-presse dans le journal Langmuir (Tazi et al., 1997).

4.2.4. Conclusion

La structure topographique des films L-B de cyt f déterminée
dans la présente étude, en fonction de la concentration d'éthanol et
de la pression interfaciale exercée sur les molécules de cyt /, est
une preuve directe des changements observés dans les isothermes
I1-A et AV-A du cyt / étalé a l'interface air/eau.

Dans le cas des films préparés a 20% d'éthanol, les images AFM
du cyt f déposé sur le mica montrent une faible différence de taille
entre les agrégats formés a 5, 10 et 15 mN/m. Ceci suggére que
I'agrégation de la protéine s'effectue a l'interface air/eau. De plus,
I'effet de la pression interfaciale exercée sur les molécules de cyt /
n'affecte pas la forme des agrégats observés. La présence de
défauts dans la structure des films est probablement provoquée par
le détachement de certaines molécules de cyt f lors du transfert.

Notons aussi que la rétention d'eau entre les molécules de la
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monocouche de cyt f lors du transfert peut aussi créer des défauts

dans la structure du film.

Un des éléments clé de I'agrégation du cyt f est le solvant
d'étalement, I'éthanol, dans la solution protéique. L'agrégation du
cyt £ a 20% d'éthanol est différente de celle formée a 80%. L'effet
de la concentration d'éthanol sur la structure des films devient
apparent a 80% d'éthanol. En effet, la taille des agrégats formés a
20% d'éthanol est de I'ordre de 50 nm. Cependant, a 80% d'éthanol,
les agrégats observés forment des domaines ayant une largeur de
I'ordre de 100 nm. Les domaines formés dans la structure des films
préparés a 80% d'éthanol, déposés 2 S et 10 et 15 mN/m sur le mica,
sont une indication de faible interaction entre les agrégats de cyt f.
Par contre ceux déposés a 20 mN/m, montrent une trés grande
densité d'empilement des agrégats de cyt f. Ceci est d0 aux grandes
forces de cohésion, entre les agrégats de cyt f, provoqués par |'effet

de la pression de surface.

Dans le cas des films L-B de cyt f visualisés par STM, nous
avons étudié I'effet du substrat sur la structure d'une bicouche de
cyt f préparée a 20% d'éthanol. Rappelons que le transfert de la
bicouche est effectué a une pression de surface égale a 15 mN/m.
Toutefois, l'utilisation de I'Au(111) nous oblige & couvrir la surface
des films d'Au(111) avec 3 monocouches de Cz¢p déposées a 30
mN/m. La modification de I'Au(111) permet une trés bonne
déposition de la protéine. La taille des agrégats formés sur

I'Au(111)/C20 est différente de celle observée sur le mica. La
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dimension moyenne de ces agrégats varie entre 200 et 400 = 1 nm.
Comparés aux agrégats visualisés par AFM, ceux observés par STM
sont largement plus grands. La différence qui existe entre les
images STM et AFM est probablement due a I'effet du substrat
utilisé, de I'épaisseur du film ainsi qu'a la forme et les dimensions

de la pointe tunnel.

4.3. Etude de la structure des films L-B du cyt £ incorporé dans une

monocouche lipidique

Dans cette section, nous nous proposons d'étudier l'influence de
deux lipides membranaires, le MGDG et le DGDG sur la conformation
et l'organisation du cyt f. Ces deux lipides sont neutres et
représentent 75% des lipides rencontrés dans la membrane
photosynthétique (Nishihara et al., 1980; Hoober, 1984). Le choix de
ces deux lipides pour cette étude peut étre justifié par le fait qu'ils
constituent la matrice dans laquelle baignent les protéines
membranaires. Il jouent un réle important dans les aspects
structurel et fonctionnel de la membrane photosynthétique
(Hoober,1984; Webb et Green, 1991). Afin de comprendre le
mécanisme de base des interactions qui existent dans les
complexes lipide/protéine, une intéressante approche est de les
reconstituer dans un systéme modeéle bien défini, soit celui des
films L-B. La reconstitution membranaire doit tenir compte du fait
que "in vivo" la membrane biologique contient trés peu de protéines.
En effet, les protéines interagissent avec les lipides en faible

fraction molaire, soit de I'ordre de quelques unités pour cent. En
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considérant un poids moléculaire moyen de 20 000 pour les
protéines, et de 850 pour les lipides, la fraction molaire doit étre
de l'ordre de 4 a 5 molécules de protéine pour 100 molécules

de lipide.

L'utilisation dev la microscopie SPM pour la visualisation des
complexes reconstitués dans le systéme modéle des films L-B
permet d'obtenir d'une part, des informations précieuses sur la
structure topographique réelle de ces systémes, et d'autre part,

I'organisation et |'état physique de l'agrégation de la protéine.

4.3.1. Structure des films L-B du mélange MGDG/cyt f

4.3.1.1. Propriétés interfaciales du MGDG et du mélange
MGDG/cyt f

L'étalement d'une protéine a l'interface s'effectue de sorte que
les segments polaires restent plongés dans l'eau, alors que les
segments apolaires sont dirigés vers la phase aérienne. Cette
situation offre I'avantage de pouvoir incorporer la protéine, grace
aux segments hydrophobes, dans une monocouche lipidique. Comme
le cyt f et les lipides concernés ne sont pas solubles dans les
mémes solvants, |I'épandage respectif des deux constituants sera

réalisé comme décrit dans le chapitre 3 (paragraphe 4.3.1.1).

Les courbes de pression de surface (I1) en fonction de l'aire

moléculaire (A) du MGDG et du mélange MGDG/cyt f sont

122



représentées dans la figure 36. Chaque courbe est une moyenne
établie a partir de quatre expériences réalisées dans les mémes
conditions expérimentales. L'écart maximum enregistré entre les
moyennes est de 2 A2/molécule pour le MGDG et de 4 A2/molécule
pour le mélange MGDG/cyt f. Dans le cas du MGDG, la pression de
surface débute a partir d'une aire moléculaire égale a 150 + 1
AZ2/molécule. Le collapse est situé a une pression de surface égale
a 41.0 £ 0.5 mN/m et une aire moléculaire égale a 74 = 0.5
AZ2/molécule. Ce dernier correspond a une saturation de pression et
marque le passage de la monocouche a une phase tridimensionnelle.
Les études antérieures réalisées par Almog et al. (1988) ont montré
que la monocouche de MGDG posséde une grande instabilité a
I'interface air/eau. Dans notre cas, l'isotherme I1-A du MGDG pur,
reproduit dans des conditions similaires a celles de ces chercheurs,
ne montre aucun signe d'instabilité. De plus, aprés avoir comprimé
la monocouche de MGDG jusqu'au collapse, celle-ci est restée stable
pendant 6 heures. Ces résultats sont en bon accord avec ceux de
Bishop et al. (1980), Tancréde et al. (1982).

Dans le cas du mélange MGDG/cyt f, la protéine est incorporée a
la monocouche lipidique par épandage d'une solution préparée a 20%
d'éthanol, la fraction molaire de cyt f est de 5%. La monocouche
ainsi formée est grandement influencée par la présence de la
protéine. L'isotherme I1-A présentée dans la figure 36 montre
I'existence de deux collapses situés a 16.0 et a 39.0 £ 0.5 mN/m.
Cette situation montre qu'il y a une séparation de phase. Chaque

constituant est éjectée de la monocouche vers la phase aérienne, au
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Figure 36. Isotherme I1-A du MGDG et du mélange MGDG/cyt /. La
monocouche de MGDG est préparée a partir d'une solution constituée
de chloroforme:méthanol (9:1, viv) a une concentration de 0.25
mg/ml. Le cyt f est incorporé a la monocouche lipidique par
épandage d'une solution préparée a 20% d'éthanol, la fraction
molaire de cyt f est de 5%. La vitesse de compression est de 4 A2
molécule-1 s-1. Sous-phase: Tris-HCl 1 mM, pH: 8.



dela de la pression correspondante a son collapse. Le transfert de
la monocouche mixte est effectué a 26 mN/m sur le mica, le mica
modifié (mica couvert par une monocouche de Czp) et I'Au(111)
(Gaines, 1966., Fidelio et al, 1987).

4.3.1.2. Visualisation par STM du mélange MGDG/cvyt f

en film L-B

La figure 37 présente deux images STM qui montrent la
structure du film L-B du mélange MGDG/cyt f déposé sur I'Au(111).
Le balayage de la surface du film est effectué a |'air et en mode
courant constant (It = 0.1 nA). La tension électrique (Vp) appliquée
entre la pointe tunnel et I'échantillon est égale a -100 mV. L'image
37.a (Sr=2 Hz, Sz;=4 um, Z;=25 nm) montre la topographie de la
surface du film sur une large échelle. Cette image présente la
surface de I'Au(111) couverte par des petits domaines triangulaires.
Ces derniers sont distribués uniformément au-dessus de la surface
de I'Au(111). |l est important de souligner que la distance Z
(Zr=25 nm) de cette image est du méme ordre de grandeur que celle
utilisée pour le balayage de la surface d'Au(111). Cette
constatation confirme la distribution uniforme des domaines
triangulaires sur la surface de I'Au(111). L'image 37.b (§=2 Hz,
Sz=1 um, Zr=25 nm) montre la méme structure que l'image 37.a mais
avec une vue agrandie 4 fois. Cette image montre clairement que
les petits domaines sont trés bien orientés a la surface de
I'Au(111). lls ont une longueur moyenne de 120 + 1 nm et une

largeur de 65 £ 1 nm.
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Figure 37. Images STM de la structure du film L-B du mélange
MGDG/cyt f déposé sur I'Au(111). Les tailles des images (a) et (b)
sont égales a2 4 x 4 umet 1 x 1 um, respectivement (voir détails

dans le texte).



La figure 38 (lk=0.1 nA, Vp=-100 mV) représente la morphologie
d'un seul domaine formé dans le mélange MGDG/cyt /. L'une des
remarques frappantes notées durant le balayage de la surface du
film est la formation de paire de cOne d'orientation similaire.
L'image 38.a (S;=2 Hz, S;=165 nm, Z,=14 nm) montre que chaque
domaine triangulaire est formé de deux agrégats de cyt f. Ces
agrégats apparaissent en forme de cbnes solides. Ils ont une
longueur de I'ordre de 65 = 1 nm et une largeur de 35 + 1 nm. Ces
derniers possédent des petites queues de longueur égale a 20 nm.
L'image 38.b (S5=2 Hz, S;=66 um, Zr=14 nm) montre, avec une
meilleure résolution, une vue rapprochée des cbdnes. Dans cette
image il est facile de reconnaitre les particules individuelles de
cyt F sur les parties supérieures des coOnes. Ces derniéres
apparaissent comme des bosses au-dessus de la surface du domaine

triangulaire.

La figure 39 présente le profil des particules de cyt f. La ligne
discontinue tracée dans l'image 38.b correspond au tracé de la
courbe du profil. Cette courbe montre que les particules de cyt f
possédent une hauteur égale a 0.2 nm et un diamétre égal a 5 nm.
L'aire moléculaire moyenne déterminée a partir de ces mesures est
égale a 19.6 nm2. Notons aussi que la différence de hauteur
observée, entre les points les plus bas et les plus hauts, est

probablement due a la rugosité de la surface de 'Au(111).
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Figure 38. (a): Image STM de la morphologie d'un seul domaine
triangulaire formé dans le mélange MGDG/cyt f déposé sur I'Au(111).
(b): Une vue rapprochée, par AFM, de la paire de cOnes. Les tailles
des images (a) et (b) sont égales 2 165 x 165 nm et 66 x 66 nm,
respectivement (voir détails dans le texte).
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Figure 39. Courbe de profil des particules de cyt f. La ligne

discontinue tracée dans l'image 38.b correspond au tracé de ce
profil.



La figure 40 presente une vue en 3 dimensions des coénes
observés dans l'image 38.b. Cette image montre que les particules
de cyt f apparaissent avec une forme globulaire au dessus des cones.
La différence de contraste, entre les images 38.b et 40 montre
clairement I'emplacement des particules au niveau de la surface de
I'"Au(111). De plus, la rotation des cones de 105° par rapport a I'axe
des Z et de 75° autour de l'axe des X permet de déterminer
I'orientation des coOnes par rapport a la surface de I'Au(111). Ces
derniers sont orientés de 75° par rapport au plan de la surface. |l
est probable que cette orientation soit causée par la présence du
champ électrique orienté suivant la direction normale a la surface
de I'Au(111). Considérant la taille des agrégats et celle des
particules globulaires, il est clair que les cones sont des agrégats
de cyt f composés d'un certain nombre de particules de cyt f. Toute-
fois, I'absence de MGDG autour des agrégats de cyt f est visible au
niveau des images STM. Il est possible que les molécules de ce
lipide soient déplacées par le mouvement de la pointe lors du

balayage de la surface du film.

4.3.1.3. Visualisation par AFM du mélange MGDG/cyt f
en film L-B

Dans ce paragraphe, nous examinons a l'aide de |I'AFM Ia
structure des mémes films visualisés par I'STM. Cette étude
permet de vérifier la topographie des films L-B  du mélange
MGDG/cyt f déterminée précédemment. L'image 41.a (S5=10 Hz,

Sz= 4 um, Z;=25 nm) montre la topographie de la surface du film sur
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Figure 40. Vue en 3 dimensions de la paire des agrégats de cyt f
observée dans I'image (b) de la figure 38, présentée en haut.
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Figure 41. (a): Image AFM de la topographie de la surface du film
L-B du mélange MGDG/cyt f déposé sur I'Au(111). (b): Une vue
rapprochée, par AFM, de la paire de cones. Les tailles des images
(a) et (b) sont égales a 4 x 4 um et 0.5 x 0.5 um, respectivement
(voir détails dans le texte).
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une large échelle. Cette image présente la surface de I'Au(111)
couverte par des petits domaines. Ces derniers sont distribués
uniformément au-dessus de la surface de I'Au(111). Cette image
montre clairement que les petits domaines possédent des formes
coniques. Ces formes sont reproductibles sur l'ensemble de Ia
surface du film MGDG/cyt f et trés bien orientées a la surface de
'Au(111). L'image 41.b (5,=8.5 Hz, S;=0.5 um, Z;=20 nm) montre,
avec une meilleure résolution, une vue rapprochée d'une paire de
cones. Les images AFM, déterminées dans la présente étude,
confirment la présence de paires d'agrégats observées par STM. En
effet, contrairement aux petits domaines triangulaires observés par
STM (figure 37), les images AFM montrent la présence de paires de
coénes de cyt f avec une orientation différente de celle déterminée
par STM. Les cbnes sont solides et ont une longueur de I'ordre de
60 £ 1 nm et une largeur de l'ordre de 45 = 1 nm. Il est probable
que les formes d'agrégats, déterminées par STM et AFM, soient
provoquées par les forces de cohésion entre les particules de cyt f.
Notons aussi que la forme et la qualité de la pointe peuvent affecter
la structure du film. L'absence de lipide dans les images STM et
AFM est probablement due a une faible adhésion du film lipidique
aux substrats. De plus, il est fort possible que les agrégats de cyt f
interagissent faiblement avec les molécules lipidiques. L'intensité
de ces interactions est probablement plus faible que celle des
interactions entre les agrégats de cyt f, ce qui rend la visualisation
du film lipidique pratiquement impossible a I|'échelle moléculaire
(Tazi et al., 1996).
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4.3.1.4. Topographie du mélange MGDG/cyt £ en film L-B déposé

sur le mica modifié (mica/Cp0)

Dans le but d'élucider le motif d'absence du lipide autour des
agrégats de cyt f déterminés précédemment, nous avons transféré
une bicouche de mélange MGDG/cyt f sur le mica couvert par une
monocouche de Cyq. Le transfert de Czp et de la bicouche lipidique

est effectué a 30 et 26 mN/m, respectivement.

Dans le paragraphe 4.2.3.3, le STM nous a permis d'observer la
structure de la surface d'un fiim L-B de 3 monocouche de Czg
transféré a 30 mN/m sur I'Au(111). Ce méme film est également
transféré sur le mica afin d'étre examiné a l'aide de I'AFM. La
figure 42 (Sy=8 Hz, Sz=50 um, Z,=12 nm) présente une image AFM de
la surface d'une monocouche de C2g déposée sur le mica. Dans cette
étude, on constate que le film L-B de Czp posséde une trés bonne
organisation et un grand empilement des particules a la surface du
mica. La structure de la surface du film de Cy¢ visualisée par AFM
est complétement différente de celle observée par STM. L'image 43
montre la structure du film avec une meilleur résolution comparée
a celle du STM. Il est claire que la structure du film de Czo déposé
sur I'Au(111) déterminée par STM (figure 34.b) est affectée par la
rugosité du substrat, I'Au(111).

La figure 43 (S;=2 Hz, S;=4 um, Z;=70 nm) présente une image
AFM de la topographie du mélange MGDG/cyt f en film L-B déposé

sur le mica modifié (mica/C2g). Cette image présente la structure
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16.70 nm

Figure 42. Image AFM de la structure surfacique d'une monocouche
de Cpqo déposé sur le mica. La taille de I'image est égale a 50 x 50
nm (voir détails dans le texte).
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" 404 nm

Figure 43. Image AFM de la topographie du mélange MGDG/cyt £ en
film L-B déposé sur le mica modifié (mica/Cz0). La taille de
I" image est de 4 x 4 um (voir détails dans le texte).



surfacique d'une monocouche de Czg couverte par la bicouche
lipidique de MGDG/cyt f. Contrairement aux paires d'agrégats
formées sur I'Au(111), les agrégats observés sur le mica modifié
possédent une forme circulaire. Ces derniers sont distribués
uniformément au-dessus de la surface de C2g. Notons aussi qu'il y a

formation de domaines dans la structure du film lipidique.

La figure 44 présente la courbe de profil de I'agrégat de cyt f et
du domaine formé dans la bicouche lipidique. Cette courbe
correspond a la ligne discontinue tracée dans I'image 43. La largeur
et I'épaisseur des domaines déterminées a partir du profil sont de
I'ordre de 428 = 5 et de 4.2 + 0.1 nm respectivement. |l faut noter
que la valeur de cette épaisseur correspond bien au double de Ia
taille d'une molécule de lipide (Marra, 1985). La présence du grand
pic dans la figure 44 correspond a la hauteur de l'agrégat formé
dans le mélange. Les domaines et les agrégats formés dans la
structure du film peuvent étre la conséquence d'une faible
interaction entre les molécules des deux constituants aussi bien
que d'un dépliement résultant du changement conformationnel du
cyt /. Cette faible interaction est beaucoup plus faible que celle
existant entre les molécules de corps purs. Les molécules de
chaque constituant ont alors tendance a s'associer entre elles pour
former des domaines et des agrégats. Ce phénoméne d'association
peut étre assimilé a une séparation de phase entre les deux
constituants. Ces résultats expliquent bien la formation de deux
collapses dans l'isotherme II-A du mélange MGDG/cyt f (section
4.3.1.1). La topographie des fims L-B du MGDG/cyt f déterminée
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Figure 44. Courbe du profil de l'agrégat de cyt f et du domaine
formé dans la bicouche lipidique. La ligne discontinue tracée dans
I'image 43 correspond au tracé de ce profil.



dans la présente étude montre la capacité des films L-B de Cpq de

servir comme une bonne surface de support.

4.3.2. Etude de la structure du cyt £ incorporé dans une monocouche
lipidiqgue de DGDG

4.3.2.1. Propriétés interfaciales du DGDG et du mélange
DGDG/cyt f

L'état physique du film lipidique est I'un des paramétres qui
affectent l'incorporation de la protéine. Dans cette section, nous
nous proposons d'étudier l|'effet de DGDG sur l'interaction,
I'organisation, ainsi que I'état d'agrégation du cyt f avec ce lipide en
comparaison avec son partenaire, le MGDG. Les isothermes II-A de
DGDG et du mélange DGDG/cyt f sont représentés dans la figure 45.
Chaque courbe est la moyenne de quatre expériences dont I'écart
entre les extrémes est de 2 A2/molécule pour le DGDG et de
4 A2/molécule pour le mélange DGDG/cyt f. Dans le cas du DGDG
pur, la pression de départ est détectée a partir d'une aire
moléculaire minimale égale a 130 A2/molécule.  Les valeurs au
collapse sont de 42 mN/m et 48 A2/molécule pour la pression de
surface et I'aire moléculaire respectivement. Le DGDG ne différe
pas beaucoup du MGDG, les chaines de ces deux lipides possédent la
méme structure, elles forment une monocouche expansée trés
stable et donnent sur la méme sous-phase des isothermes II-A trés
rapprochées. L'incorporation du cyt / dans la monocouche lipidique

du DGDG est réalisée dans des conditions semblables a celles du
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Figure 45. Isotherme I-A du DGDG et du mélange DGDG/cyt f. La
monocouche de DGDG est préparée a partir d'une solution constituée
de chloroforme:méthanol (9:1, v:v) a une concentration de 0.25
mg/ml. Le cyt f est incorporé a la monocouche lipidique par
épandage d'une solution préparée a 20% d'éthanol, la fraction
molaire de cyt f est de 5%. La vitesse de compression est de
4 A2 molécule-! s-1. Sous-phase: Tris-HCl 1 mM, pH: 8.
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MGDG. Le transfert de la monocouche mixte est effectué a 26 mN/m
sur I'Au(111). L'isotherme du mélange DGDG/cyt f présentée dans la
figure 45 montre deux collapses situés a 22 et a 39 = 1T mN/m.
L'existence de ces deux collapses dans le film mixte est attribuée 3
la non miscibilité des constituants dans le mélange (Gaines, 1966;
Fidelio et al., 1987). Dans la présente étude, le comportement
observé dans le cas du mélange DGDG/cyt f est similaire a celui du

systéme MGDG/cyt f discuté précédemment (section 4.3.1.1).

4.3.2.2. Visualisation par STM du mélange DGDG/cyt f
en film L-B

La figure 46 montre la structure du film L-B du mélange
DGDG/cyt f déposé sur I'Au(111) a 26 mN/m. Dans cette étude,
I'enregistrement des images STM est effectué a I'air et en mode
courant constant (It = 0.1 nA). La tension électrique (Vp) appliquée
entre la pointe tunnel et I'échantillon est égale a -100 mV. L'image
46.a (Sr=2 Hz, Sz=2 um, Z;=26 nm) montre la topographie de la
surface du film sur une large échelle. Cette image présente la
surface de I'Au(111) couverte par des petits domaines ayant une
forme circulaire et distribués uniformément au-dessus de Ila
surface de I'Au(111). Elle montre également la formation de
fissures dans la structure du film lipidique. Ces derniers sont
reproductibles sur I'ensemble de la surface d'Au(111). La présence
de fissures montre clairement l'existence du film lipidique au-
dessus de la surface d'Au(111) provoquée par la forte adhésion du

DGDG au substrat. |l est fort possible que la raison de la formation
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668 nm

42 nm

Figure 46. (a): Image STM de la topographie du mélange DGDG/cyt f
en film L-B déposé sur I'Au(111). (b): morphologie d'un seul
domaine formé dans le mélange DGDG/cyt /. Les tailles des images
(a) et (b) sont égales a 2 x 2 um et 125 x 125 nm, respectivement

(voir détails dans le texte).

142



de fissures soit due a la présence de défauts dans la structure du
film lipidique, causée par la rugosité de la surface d'Au(111).
L'image 46.b (It=0.1 nA, Vp=-50 mV) représente lamorphologie d'un
seul domaine formé dans le mélange DGDG/cyt F (Sr=2 Hz, S;=125
nm, Z;=34 nm). Cette image montre, avec une meilleure résolution,
que les domaines circulaires observés dans l'image 46.a possédent

une forme de sphére rugueuse.

L'examen du profil (figure 47) de la ligne discontinue, tracée sur
la surface de la sphére visualisée dans |'image 46.b, indique que la
hauteur moyenne du domaine sphérique peut facilement atteindre
29.2 £ 0.2 nm. De plus, ce domaine posséde, a cet endroit, un

diameétre de I'ordre de 57 £ 1 nm.

La figure 48 présente une vue en trois dimensions de la sphére
rugueuse observée dans I'image 46.b. La rotation de celle ci, de
13509 par rapport a I'axe des Z et de 759 autour de I'axe des X, permet
de déterminer la géométrie exacte de cette sphére sur la surface de
I'Au(111). Contrairement a la forme sphérique observée dans
I'image précédente, la vue en trois dimensions montre clairement

I'apparition d'un agrégat de cyt f en forme de cone tronqué.
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Figure 47. Courbe de profil de la sphére rugueuse. La ligne
discontinue tracée dans l'image 46.b correspond au tracé de ce

profil.



42 nm

Figure 48. (b) Vue en trois dimensions de la sphére rugueuse
observée dans l'image (a) de la figure 46, présentée en haut.
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4.3.2.3. Visualisation par STM des particules de cyt f a une

échelle moléculaire

L'image 49.a (§=5.5 Hz, S;=14 nm, Z,=2 nm) montre, avec une
meilleure résolution, une vue rapprochée de la surface supérieure du
cbne tronqué. Cette image est obtenue en effectuant un balayageau-
dessus de la surface du coéne tronqué avec un agrandissement de 9
fois I'image 46.b. En considérant la dimension de cette image, il est
facile de reconnaitre les particules individuelles de cyt f. Ces
derniéres apparaissent comme des bosses ayant une forme
globulaire au-dessus de la surface. La figure 49.b présente une vue
en trois dimensions des particules de cyt f/ observées dans I'image
49.a. Cette image montre la distribution des particules de cyt f au-
dessus de la surface du coéne. La différence de contraste, entre les
images 49.a et 49.b montre clairement |'emplacement des

particules globulaires de cyt f au-dessus de la surface du céne.

La figure 50 présente le profil des particules de cyt /. La ligne
discontinue, montrée a la surface des particules observées dans
I'image 49.a, correspond au tracé de la courbe du profil. La valeur
moyenne du diamétre et de la hauteur des particules de cyt £
déterminées a partir de cette courbe sont de l'ordre de 3 et 0.2 nm
respectivement. L'aire moléculaire moyenne d'une particule de cyt £
estimée a partir de ces mesures est de l'ordre de 7 nm2. La
distance moyenne de séparation entre les deux proches sommets des
particules est de I|'ordre de 3.5 nm. Cette valeur est

approximativement du méme ordre de grandeur que le diametre d'une
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Figure 49. (a): Image STM des particules de cyt f a une échelle
moléculaire. La taille de I'image est de 14 x 14 nm. (b): Vue en
trois dimensions des particules de cyt f£.
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Figure 50. Courbe de profil des particules de cyt f. La ligne

discontinue tracée dans l'image 49.a correspond au tracé de ce

profil.



particule de cyt /. Notons que la hauteur des particules déterminée
dans ce cas est en accord avec celle obtenue a partir de I'image STM
du mélange MGDG/cyt f (image 38.b). Soulignons aussi que la
différence de hauteur notée entre deux proches sommets de la
courbe du profil (figure 50) peut étre due a la rugosité de la surface
de I'Au(111). Les agrégats de cyt f formés dans la monocouche
mixte de DGDG/cyt f sont causés par une forte interaction entre les
molécules de cyt f a l'interface air/eau. La topographie des films
L-B du mélange DGDG/cyt f déterminée dans la présente étude
montre que les deux constituants forment des phases séparées. Ces
résultats confirment la non miscibilité des constituants a
I'interface air/eau, discutée dans la section 4.3.2.1. L'agrégation
excessive du cyt f dans le systéme mixte rend difficile la
comparaison de ce modéle avec la membrane biologique. Ce travail
est sous-presse dans Journal of Colloid and Interface Science (Tazi
et al., 1996).

4.3.3. Conclusion

A la lumiére des discussions présentées ci-dessus, on peut
conclure que le MGDG et le DGDG forment des monocouches stables a
I'interface air/eau. Par ailleurs, en mélange avec le cyt f, ces
derniers donnent des monocouches non miscibles. De plus, ils sont
capables de soutenir des pressions latérales (20 a 30 mN/m)
comparables a celles rapportées pour les membranes biologiques
(Birdi,1989; Fidelio et al., 1986).
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L'incorporation du cyt f dans la monocouche lipidique de MGDG ou
de DGDG montre que la protéine forme des agrégats de formes
spécifiques. Les images STM du mélange MGDG/cyt f en films L-B
montrent que les agrégats de cyt f, observés dans la structure des
films, possédent une forme conique alors que dans le mélange
DGDG/cyt f, les agrégats prennent la forme de céne tronqué. Ces
deux formes d'agrégats peuvent étre la conséquence d'un dépliement

résultant du changement conformationnel du cyt /.

L'étude des deux systémes mixtes, MGDG/cyt f et DGDG/cyt £,
nous a permis d'obtenir des images de haute résolution qui
décrivent bien la forme globulaire du cyt £. Les aires moléculaires
déterminées a partir des images STM sont respectivement égales a
19.6 et 7.0 nm2. Les dimensions du cyt f déterminées dans la
présente étude montre que la structure conformationnelle du cyt /
dépend grandement de son milieu environnemental biologique, dans
notre cas le MGDG et le DGDG. La différence entre |'aire moléculaire
estimée a partir des isothermes I1-A (13 nm2), obtenus a 20%
d'éthanol et celle calculée a partir des images STM (19.6 nm?2 dans
le cas du MGDG/cyt # et 7.0 nm2 dans le cas du DGDG/cyt f ) peut
étre attribuée a un changement dans la conformation de la protéine,
a l'effet du substrat et de la pointe. Ainsi, il est trés difficile de
comparer les aires moléculaires déterminées par STM avec celles

de la protéine a l'interface air/eau.

Dans le cas du mélange MGDG/cyt f déposé sur le mica modifié

(mica/Cz0), les images AFM montrent la capacité des films L-B
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de Cpp de servir comme une bonne surface de support. Notons
que |'épaisseur de la bicouche lipidique de MGDG déterminée par
AFM est en bon accord avec celle rapportée dans la littérature

(Marra, 1985).



CHAPITRE 5

CONCLUSION

A la lumiére des résultats présentés dans le cadre des
propriétés interfaciales du cyt £, on peut conclure que I'organisation
et la stabilité de cette protéine a l'interface air/eau dépend
essentiellement de la nature de ses constituants et de son
interaction avec son environnement biologique. Les isothermes I1-A
et AV-A du cyt f sont hautement influencées par la concentration
interfaciale. Cependant, il existe une concentration critique de
I'ordre de 0.5 mg/m2, au-dessus de laquelle une partie des
molécules initialement déposées sont solubilisées dans la sous-

phase.

L'instabilité des isothermes I1-A et AV-A, en fonction de la
concentration d'éthanol et du pH de la sous-phase, est un signe de
I'apparition de changements conformationnels du cyt f a l'interface
air/eau. L'augmentation progressive et simultanée des isothermes
I1-A, vers de grandes aires moléculaires, est la preuve d'une plus
grande rétention du cyt f a linterface air/eau. Les fortes
concentrations d'éthanol, supérieures a 20%, affectent largement la
structure conformationnelle de la protéine, provoquant ainsi sa

dénaturation a l'interface air/eau.
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L'utilisation de la micoscopie SPM (STM et AFM) a permis la
détermination de la structure topogaphique réelle des films L-B de
cyt Fet des mélanges MGDG/cyt f et DGDG/cyt f. Dans le cas des
films préparés a 20% d'éthanol, les images AFM du cyt f déposé sur
le mica montrent une structure agrégée. La faible différence de
taille entre les agrégats formés a 5, 10 et 15 mN/m suggére que
I'agrégation de la protéine prend place a l'interface air/eau. La
structure des films préparés a 80% d'éthanol differe de celle
déterminée a 20%. En effet, a faible concentration d'éthanol, la
taille des agrégats est de l'ordre de 50 nm. Cependant, a 80%
d'éthanol, les agrégats forment des domaines ayant une largeur de
I'ordre de 100 nm.

Dans le cas des films de cyt f déposés sur I'Au(111)/Czq, la
dimension moyenne des agrégats déterminés par STM varie entre
200 et 400 nm. Comparés aux agrégats(~50 nm) visualisés par AFM,
ceux observés par STM sont largement plus grands. La différence de
taille entre les agrégats observés dans les images AFM et STM est
due a l'effet du substrat utilisé, de I'épaisseur du film ainsi qu'a la
forme et les dimensions de la pointe. La structure topographique
des films L-B de cyt f déterminée par SPM, en fonction de la
concentration d'éthanol et de la pression, est une preuve directe
des changements observés dans les isothermes I1-A et AV-A du cyt f

étalé a l'interface air/eau.

Les résultats présentés dans le cadre de l'interaction lipide-

protéine ont montré que le MGDG et le DGDG forment des
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monocouches stables a l'interface air/eau. En outre, en mélange
avec le cyt /, ces derniers donnent des monocouches non miscibles.
Malgré cette non miscibilité, les constituants en mélange sont
capables de soutenir une pression de surface de 26 mN/m,
comparable a celle rapportée pour les membranes biologiques, soit
20 a 30 mN/m. Ces résultats nous portent a croire que le MGDG et
le DGDG sont pris en "sandwich' dans le coeur de la bicouche
lipidique de la membrane thylacoidienne. Les images STM du
mélange MGDG/cyt f montrent que les agrégats de cyt f ont une
forme conique alors que dans le mélange DGDG/cyt f, les agrégats
prennent la forme de cbne tronqué. La différence observée dans la
forme des structures agrégées déterminées par STM est due a
I'effet du substrat utilisé et a la forme et les dimensions de la
pointe STM. L'étude des systémes mixtes, MGDG/cyt f et DGDG/cyt
f, nous a permis d'obtenir des images de haute résolution qui
décrivent bien la forme globulaire d'un agrégat de cyt f. Les aires
moléculaires du cyt f déterminées a partir des images STM sont
respectivement égales a 19.6 et 7 nm2. Dans le cas du mélange
MGDG/cyt f déposé sur le mica modifié (mica/Cp), I'épaisseur de la
bicouche lipidique de MGDG déterminée par AFM est en bon accord
avec celle rapportée dans la littérature (Marra, 1985). La
topographie des films L-B du mélange MGDG/cyt f et DGDG/cyt f
visualisée par STM et AFM montre que les deux constituants
forment des phases séparées. Ces résultats confirment la non

miscibilité des constituants a l'interface air/eau.
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