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Résumé

Ce travail de thése s’articule autour de la fomgstadisation de surfaces pour I'étude de
protéines membranaires issues de la chaine raspraén utilisant la spectroscopie
différentielle, méthode qui est une des spécialitdédaboratoire ainsi que la voltammeétrie
cyclique. Il s’agit d’un outil puissant pour I'alyake de molécules biologiques et qui donne des
informations essentielles, notamment sur la réasgdéion du squelette peptidique et sur
I'absorption des différents acides aminés. Ellepdraussi de mettre en avant des systémes

catalytiques ayant une application potentielle pme future biopile.

Cette these contient trois parties.

Dans un premier temps, I'étude de la cytochramexydase de typdaz de I'organisme
Thermus thermophilus été faite. Il s’agit d’'une enzyme qui catalyse réduction de
'oxygéne en eau dans un organisme thermostaldecté décrit que lors le pH augmente, des
interactions électrostatiques homotropes perturdest potentiels de demi-vague de la
protéine, entrainant une inversion des potentiels kdemed et a;. Dans cette partie, la
spectroscopie différentielle a permis d’étudierdeaséquences de ce changement d’'un point
de vue conformationel et sur la redistribution dearges dans les sites des cofacteurs. Des
effets sont également visibles sur la réorganisades hémes, du squelette polypeptidique et
des chaines latérales d’acides aminés lors duférardsélectrons. De plus, le transfert de
protons couplé aux processus redox peut étre \dgudans ce spectre. Cette étude a mis en

evidence le role crucial des propionates des hélames le mécanisme de la protéine.

Ensuite, l'interaction protéine-protéine entre deli@moprotéines solubles de la chaine
respiratoire du méme organisme a été étudiée.estiedéterminante pour les processus ou
toutes autres réactions au sein des cellules hipleg. Ces interactions sont encore mal
étudiées. Dans un premier temps, une caractémnsatimpléte des deux protéines isolées est
effectuée puis le complexe formé est analysé. Bppdrt de spectres différentiels, nous

avons pu déterminer l'influence de linteractiortreries deux cytochromes sur divers bandes
qui refléteront la réorganisation des hémes, delstie peptidique et des chaines principales

des acides aminés.
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Cette étude nous montre I'importance des propiendés hemes, qui jouent un rdle crucial
dans cette interaction, et nous a permis de caisatdinteraction au niveau moléculaire.

Ces deux parties nous ont permis de mieux déctirdeecomprendre les interactions
protéines-protéines et permettent, par la suéydie de différentes protéines membranaires a

I'aide de la technique d’immobilisation mise enqaa

Enfin, une application plus concréte de la fonatalisation de surface avec I'étude de la
partie cathodique d’'une biopile a biocatalyseurnupés a été réalisée. Ce projet nous a
permis de mettre en place une nouvelle technigmenabbilisation de protéines, utilisant un
réseau de nanoparticules d’or fonctionnalisée®es permet de trouver des catalyseurs pour
une éventuelle biopile. Elle nous donne acces,egdida voltampérométrie cyclique, au
potentiel de demi-vague de la protéine étudiéel@icanétique du transfert électronique. Cette
méthode est d’abord mise au point sur la laccaseBdellus subtilis qui est une
glycoprotéine, puis sur deux protéines solublesytechromec; et css, et ensuite appliquée
sur une protéine membranaire le cytochrdmag déja étudiés dans un premier temps. La
spectroscopie infrarouge a transformée de Fournaltée de surface nous confirme
immobilisation et la pérennité de la protéine.sigotentiels de demi-vague obtenus pour le
systeme immobilisé et ceux obtenus en solution soniparés. Il a été possible pour le
cytochromebag, de visualiser la dépendance pH trouvée en secipie différentielle et de

mieux décrire les phénomeénes qui gerent la dépeediure a I'activité catalytique.
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Chapitre |

Introduction



1. Motivation du projet

Cette thése s’articule autour de la fonctionndtsatle surfaces pour I'étude de protéines
membranaires avec des techniques mises en pladabaratoire. Tout d’abord diverses
protéines de la chaine respiratoire venant dedimiggneThermus thermophilysont étudiées
soit de manieres isolées, soit par des interacpooigine-protéine. La méthode utilisée est la
spectroscopie infrarouge couplée a I'électrochiquieest un outil puissant pour I'analyse de
molécules biologiques. Elle donne des informatiessentielles, entre autres sur la
réorganisation du squelette peptidique et sur dgtiton des différents acides aminés. Puis,
une application plus concréte est abordée aveadéétd’une biopile a biocatalyseurs
optimisés grace aux protéines étudiées précédemidratiaccase bactérienne est également
caractérisée pour une éventuelle application abimgile. Cette étude permet de mettre en
place une nouvelle technique d'immobilisation det@ines, grace a des nanoparticules d'or,
sur une surface préalablement fonctionnalisée reti abtenir, grace a la voltampérométrie
cyclique, le potentiel de demi-vague de la protéihéactivité redox des protéines
immobilisées et en solution est alors comparée paploiter leur efficacité catalytique dans

des futurs biopiles.



2. La chaine respiratoire

2.1.Introduction

La respiration cellulaire est étudiée dans la béogétigue moderne. Une série des réactions

chimiques sont entrepris dans la cellule afin dagair la respiration.

La chaine respiratoire est constituée de fragmeatsous-unités avec une structure et une
fonction bien définies. Il existe, dans la natyskisieurs variations de chaine respiratoire.
Deux types bien particuliers sont étudiés : la mhakspiratoire mitochondriale et la chaine

respiratoire bactérienne qui est décrite succinetem

La chaine respiratoire mitochondriale repose surdle essentiel de la mitochondrie. La
mitochondrie apparait comme le siege du métabolsgiiglaire. Les organites, dont la taille
est de I'ordre du micrométre, se composent de aeembranes, une externe et une interne.
Au sein de la membrane interne, les protéines dehddne respiratoire impliquées dans la
phosphorylation oxydative sont présentes. La mengbrast imperméable a toutes les
molécules polaires et a certains anions et catiBls.est repliée sur elle-méme de fagon a
créer de nombreuses invaginations. Les invaginettugmentent la surface de la membrane
sans augmenter le volume de la mitochondrie, meiso#t la capacité de phosphorylation

oxydative (voir figure 1.2.1).

Membrane interne

Invaginations

Matrice

Figure 1.2.1 : schéma d’une mitochondrie.



La chaine respiratoire bactérienne est généralemrembodele qui contient moins de sous-

unités que la chaine respiratoire mitochondrialepehdant, il existe deux types de chaine
respiratoire bactérienne : I'aérobie et 'anaéroliles deux types ont des organisations tres
différentes de leurs cytochromes respectifs aveersli groupes prosthétiques. La chaine
respiratoire bactérienne est un systeme type peétude de I'évolution biochimique du

métabolisme énergétique et de la biosynthése desttpmesl)

Il a été postulé qu’il existe un ancétre communabdp de faire de la respiration aérobie et

anaérobieZ, 3

La chaine respiratoire aérobie a une grande digedsins les chemins de transfert d’électrons
comparée a la chaine respiratoire mitochondriake. fénhction de I'habitat naturel des
bactéries et de leurs modes de métabolisme aétalibaine respiratoire peut exploiter des
oxydases terminales uniqués.p) Dans la respiration aérobie, la réoxydation denzymes
réduits est assurée par le transfert des élecpansoie cytochromique vers le dioxygene.
Chez les bactéries la composition en cytochromda dhaine respiratoire est trés différente
de celle des eucaryotes et varie en fonction dpdee et méme pour une espece donnée en
fonction des conditions de culture. Indépendammndenta chaine respiratoire utilisée, toutes

les bactéries a respiration aérobie ont un métsielioxydatif.

Certaines especes bactériennes peuvent utilisemeoraccepteur final d'électrons des
composés minéraux oxydés du milieu de culture agtre le dioxygene. Il s’'agit, par
exemple, de composés azotés oxydes, nitrites dlOnitrates N@. La respiration anaérobie
nitrate correspond a un phénomeéne de dénitrificatjoi est une désoxygénation des ions
nitrates. C’est une réaction dissimulatrice des; NgD NQ. Il existe plusieurs familles de
bactéries dénitrificantes comniRseudomonagu Paracoccus denitrificand.’organismeP.
denitrificanssert de systeme modeéle pour des systemes mitocaoxglus complexesy
Dans des conditions anaérobiques, |'organisine thermophilus exprime une chaine
respiratoire qui ressemble aux modeles mésophied’ odganismeP. denitrificans Ces
respirations en anaérobies ont un rendement érgrgéplus faible. Enfin, les chaines

respiratoires anaérobies ne coexistent pas dahaddéries avec une chaine aéroBied(

De maniere générale, la chaine respiratoire est ftmmée de cing complexes protéigues :



e La NADH : ubiguinone oxydoréductase ou Complexe |
» La succinate déshydrogénase ou Complexe Il

* Le complexdic; ou Complexe I

» La cytochrome oxydase ou Complexe IV

* L’ATP synthase ou Complexe V
Et contient également :

* Le coenzyme @ ou ubiquinone Q

* Le cytochrome

Au-dela du modele classique de la chaine respieaaoir figure 1.2.2), les complexes de la
chaine respiratoire mitochondriale sont organis@éssepercomplexes, qui peuvent étre
constituées de deux copies du complexe I, une cdpieomplexe Il et deux copies du
complexe 1V.9) Cette organisation n'est pas commune a tous lesisrges, ou le nombre de
copies de chaque complexe varie d'un organismauttd. Le complexe V, 'ATP-synthase
peut étre actif, par exemple, en tant que monon{&@®,dimére ou assemblé au sein de
grandeshaines oligomere8)

Périplasme/Espace Intermembranaire

@ Cytochrome ¢ @

& ; Succinate Fumarate
: +2H*

NADH + H*

Cytoplasme/matrice

Complexe 1 Complexe I1 Complexe Il Complexe IT"  ATP synthase

Figure 1.2.2 : Modéle classique de la chaine ratpie et de I'ATP synthase. La figure est un mgéade
structures connues (bactérienne et mitochondrigl&s sont basées sur les codes PDB : 3M9S
(NADH:ubiquinone oxidoreductase); 1QLB (Fumaratduetase); 1ZRT (cytochronim,); 3HB3 (&0O); 1BMF
(F1 : partie de I'ATP synthase}X)



La phosphorylation oxydative est un processus patisable dans le processus mis en jeu
dans la chaine respiratoire. Le principe chimiosguat, qui permet de mieux comprendre la
phosphorylation oxydative a été découvert par Rdimhell en 1961 12) et récompensée en

1978 par un prix Nobel.

Il désigne le processus par lequel 'ATP (Adénosimghosphate) est formé lorsque des
électrons sont transférés du NADH (nicotinamidenatg dinucléotide) déshydrogénase et du
FADH; (flavine adénine dinucléotide protonée) par uneeste transporteurs pour former le
gradient électrochimique de proton entre I'espacéerinembranaire et la matrice
mitochondriale. Les électrons de basses énerdigséb a la fin de la chaine respiratoire
réagissent ainsi avec les molécules d'oxygéne ®tpi®tons présents dans la matrice
mitochondriale afin de former des molécules d’elags transporteurs d’électrons sont le
complexe | et Il jusqu’au complexe IV, accepteumi@al d’électrons, ou le dioxygene est
réduit en eau. Le transfert d’électrons consisteire cascade de réactions d’oxydoréduction
catalysées par lesftérents complexes protéiques. Les complexes se gtenpaomme des
catalyseurs enzymatiques et de pompes a protonasgurent le maintien d’'un gradient de
protons a travers la membrane a I'exception du dexepll. L'énergie, issue du gradient de
protons et appelée force proton-motrice, est agligu niveau du complexe V pour la synthése
de I'ATP.

2.2. Le complexe |

Le complexe | ou nicotinamide adénine dinucléo{fidADH) déshydrogénase est la premiere
et la plus large enzyme dans la chaine respiratoitechondriale et bactérienne. Il catalyse
I'oxydation du NADH et la réduction de l'ubiquinoii@ couplée a la translocation de protons
a travers la membrane interne des mitochondrieduwoaytosol bactérien. L'énergie libérée
par cette réaction, qui entraine une chute de petelu NADH, permet le pompage de quatre
protons a travers la membrane. L'équation décritméeanisme oW, et H, désigne les

protons qui passent du c6té positif au coté négdatila membrane. L’'ubiquinone transporte

les électrons du complexe | au complexe 1B)(

NADH + Q + 5Hy —» NAD™ + QH, + 4H; Equation 1



2.3. Le complexe I

Le complexe Il ou succinate déshydrogénase pogsédas-unités pour un poids total de 125
kDa dans la chaine respiratoire mitochondrialeactepte deux électrons du succinate et
catalyse la réduction de l'ubiquinone Q en ubiqlii@H,). Le succinate est transformé en
fumarate grace a une flavine adénine dinucléot@d)) qui est une des réactions du cycle de
Krebs. C’est cette flavine adénine dinucléotidetqnée (FADH) qui permet la formation de
QH,. Ce mécanisme est décrit ci-dessous dans lesétpiations. Cependant, le complexe |l
ne contribue pas a I'expulsion de protons verpbes intermembranaire a cause de la faible
variation d’énergie libre de la réaction engendigans la chaine respiratoire aérobie, le
complexe Il ou succinate : quinone oxydase est emione du cycle d’acide citrigue. Comme
dans la chaine respiratoire mitochondriale, il ¢dedjpxydation du succinate en fumarate et
catalyse la réduction de la quinone en quinol. alatyse la réaction inverse mais sans
expulsion de protons a travers la membrane. Pooorgplexe Il dans la chaine respiratoire
anaerobie nommé quinol : fumarate oxydase, laicFaetst différente. Il couple la réduction
du fumarate en succinate avec une oxydation deuiaol sans étre impliqué dans un

processus de transfert de protoh4, (19
Succinate + FAD —» Fumarate + FADH, Equation 2

FADH, + Q —» QH, + FAD Equation 3

2.4. Le complexe I

Le complexebc, appelé aussi complexe Il ou ubiquinol-cytochromexydoréductase est
donc la troisieme composante de la chaine respgatatochondriale. Cette enzyme est un
dimére qui contient, au minimum, trois sous-undatlytiques. Tout d’abord, un cytochrome
b avec 2 hemes nommds et by. lls sont liés de facon non covalente a la chaine
polypeptidique. L’hemeb. a un bas potentiel et I'hnema; un haut potentiel. Puis un
cytochrome de type, lié de fagon covalente a la chaine polypeptididtrdin une protéine
Fer-Soufre, nommée Rieske formée par un clustéyme[2Fe-2S], qui est un centre mobile

redox.

La premiére structure cristalline découverte du glemsebc, provient du coeur de bovit)

Par la suite d’autres structures cristallines pnawve de différents organismes ont été résolues



comme par exempl&accharomyces cerevisiéle/) Une structure en 3D a également été
réalisée en 2001.8) Pour la chaine respiratoire bactérienne, le cermllll venant de
Rhodobacter capsulatusété résolue (voir figure 1.2.319)

La sous-unité qui contient le cytochromeest une des protéines étudiées dans notre thése. L
cytochromec; de cceur de muscle a été découvert en 1940 parshigket al..0) et
confirmé quelques années plus tard par Keilin 28l Il fait partie de la famille des
cytochromes de classe |, famille qui décrit lesoclgtomes n’ayant qu’un seul héme de type
c.(22) De maniére générale, quatre classes de cytockroragistent. La classe | inclut les
cytochromegt solubles bas spin venant de la plupart des bastétides mitochondries avec
un site d'attachement de I'heme vers le N-terminaeclasse Il inclut les cytochromesle
haut spin et un certain nombre de cytochromes fias Ise site de l'attachement de I'héme est
proche du C-terminale. Un exemple d'heme classstllile cytochromesss. La classe I
comprend les cytochromes a hemes multiples commagtéehromec;. Enfin la classe IV a
été crée pour les protéines qui ont un autre grpopsthétique, la flavocytochroneeest dans

ce casZ3, 29

Rieske [2Fe-25] “g’ ‘%{ aQ, ;.Q

%

4 F

Figure 1.2.3 : Structure du cytochroimg deRhodobacter capsulatya gauche) et représentation schématique
du cycle Q (a droite) (code PDB : 1ZRTp( 29

Le mécanisme de cette enzyme se nomme cycle Qf{gore 1.2.3). Ce cycle a été proposé
par Peter Mitchell 26, 27 puis modifié par la suite28-30Q mais ce mécanisme est encore

débattu aujourd’hui. Il est le méme dans la cha@spiratoire bactérienne ou mitochondriale.

Ce dimére possede deux sites de liaison de qumomenée Qet Q. Le site Q est situé dans
la membrane entre I'héenieg et le centre Fer-Soufre. Quant au sitdaQalisé en dehors de la
membrane, il est proche de I'héimg pendant le cycle catalytigue. Une molécule d’ulrigl



se lie au site Qet relache ainsi deux protons et deux électrom& klfurcation se met en
place. Le premier électron est transféré a la pretRieske, puis passe par le cytochrame
Enfin I'électron est livré au cytochroneequi se trouvera en dehors de ce complexe qui lui-
méme le transférera a I'accepteur terminal d’étegtie cytochrome oxydase. D’'un autre
cOté, le deuxieme électron est amené par les demre$ de typé le by puis leb, au site de
liaison Q. L'ubiquinone est alors réduit en une semiquinguieest un anion radicalaire QHe
Un deuxieme cycle est nécessaire pour réduire oEmnaen ubiquinolZ5) L'équation

générale est décrite ci-dessous.

QHy + 2 cyt cox + 2Hy = Q + 2 Cyt Creq + 2H,; Equation 4

A la fin de ces deux cycles, deux molécules deatytumec sont réduites et deux protons
sont relachés par le sitg € quatre par le site QA partir de la, ce complexe possede deux
chemins alternatifs pour la réduction de I'oxygé&meeau qui dépend de la pression partielle
d’'oxygéne.81, 32

2.5. Le complexe IV

Le complexe IV ou la cytochromeoxydase est un des deux oxydoréductases présemse d
la chaine respiratoire mitochondriale. Il est lentky complexe de la chaine de transport
d’électrons, il est l'accepteur terminal d'électsopt catalyse la réduction de I'oxygéne
moléculaire en eau. Les quatre protons proviendaentytochromec et sont transférés un a

un. Ce complexe expulse quatre protons vers |'espaermembranaire. Le mécanisme est le

méme pour la chaine respiratoire mitochondrialeaetérienne.

0, +4H* + 4e~ - 2H,0 Equation 5

Il existe trois familles d’'oxydases de type hémaasuqui sont identifiées dans les différents
organismes : les types A, B et C qui se différemqgeincipalement par la structure du chemin
de protons3) Ainsi, ces familles constituent trois lignes diéntes d’évolution. Elles ont pu
étre mises en place grace a la connaissance desneeg entieéres d’acides aminés des sous-
unités et des résidus clés impliqués dans le gandé protons. Le premier type peut étre

divisé en deux sous-familles grace aux résiduthdide VI a la fin du chemin de protons D.
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Elle contient des oxydases principalement de tygeamondriale. Le type Al englobe les
protéines avec un résidu Glutamate dans une ségjyeécises d'acides aminés. Le type A2
posséde une Tyrosine et une Sérine dans une @gerse spécifique d'acides aminés. Le
second type contient des oxydases de bgeajui sont les ancétres de celles qui possedent un

résidu Glutamate. Le dernier type d’oxydases ergyleb protéines de tybhs.

La premiere oxydase terminale a héme-cuivre ac@r&ctérisée est la cytochromexydase
aag de P. denitrificansen 1995 avec une résolution de 2,8 A issue dédéne respiratoire
bactérienne33) La cytochrome oxydase bactérienne est constituée de quatreusiiés au
contraire de la protéine mitochondriale qui estdimere et qui posséde treize sous-unités
comme celle du cceur de bovB4( 35 Il faut également savoir que la formation de ce
complexe dépend de l'apport d’oxygene et des cmmditde fermentation. Il y a soit la
génération du cytochroniepour une faible pression partielle d’'oxygene daitytochromes

pour une forte pression partielle d’oxygeBé)(
2.6. L'organisme Thermus thermophilus

Durant cette thése, des protéines provenant d’acgte Gram négative sont utilisées. Ces
bactéries sont extrémophiles, ainsi elles vivemisddes cheminées hydrothermales appelées
couramment fumeurs noirs, dans lesquelles les tenpés peuvent atteindre 350°C, des
pressions de l'ordre de 200 bars et des pH trédesciCependant, la température de
croissance optimale pour cet organisme se situe @btet 80 °C et a pH 3{) La souche la
plus utilisée est la HB27 initialement isolée d'emvironnement thermal naturel au Japon.
C’est un organisme modele pour la manipulation ggné et possede donc des applications
dans le domaine biotechnologique. Une deuxiemehsotrés populaire est la HB89) La
particularité de cette souche est qu’elle peut djradans des conditions anaérobiques en
présence de nitrate, ce qui n'est pas le cas HBRY. Le génome de ces 2 souches HB8 ET

HB27 a été caractérisé indépendamment en.g8@4

Ces organismes thermophiles sont aussi essentels lp détermination de structure 3D
comme celle de la cytochroneoxydase de typbas (40) ou de la partie hydrophile du
complexe 141) Cet organisme est enfin tres utilisé pour diffiées études sur la
thermostabilité des protéines isolées depuis pFedbdans4?2)
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Figure 1.2.4 : Schéma du transfert d'électrons damisermophilus les fleches indiquent le passage d’'un

électron.43)

Les différentes protéines issues de I'organismehermophiluset présentes dans la figure
1.2.4 sont étudiées. Pour une faible pression gharten oxygene, I'électron passe du
cytochromecss; a la cytochromes oxydase. Pour une forte pression partielle en engg

I'électron passe directement au cytochraraas.(44)

2.6.1. Le cytochromec;, fragment soluble du complexe lli

La structure du complexar; deT.thermophilusi’est, a ce jour, pas encore conndi®.Seule

la protéine Rieske a été décrit&) Cependant, le cytochronbe; a été caractérisé d’'un point
de vue génétique par Mooser et 4b)(Ce cytochrome contient en fait quatre sous-urités
lieu de trois habituellement : le cytochrorog la protéine Rieske et le cytochrorhequi
présentent des caractéristiques identiques a @siaWres complexes;. La quatriéme sous-
unité a une structure d’opéron et est nommé FboX poe masse de 17.6 kDa pour 150
acides aminés. C’est une sous-unité hydrophobigais sa fonction n’est pas précisément

connue 47)

Ce cytochrome présente une topologie particuli@reilcprésente une structure inhabituelle
avec deux domaines hydrophiles : un domaine deNyminale hydrophile se finissant par
un groupe amine (-Ngl et un domaine C-terminale se terminant par umiggaarboxylique
(-COOH). Ces deux domaines solubles de 125 et t@ies aminés sont séparés par une
hélice transmembranaire de 13 acides aminés paimasse de 26 kD4%) Ce domaine de
type N-terminale est intéressant, il contient te die liaison de 'heme et peut interagir avec le

cytochromecss,. Cette interaction est de type hydrophobe d’agessmesures cinétiqueth)
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La structure du cytochrome, de T.thermophilusdiffere Iégérement de celles des autres
cytochromesc;, mais ils possédent tous 3 domaines : un domangat et des domaines C-
terminale et N-terminalelB) Les différences structurales entre chaque organisont
apparemment liées aux interactions spécifigueseeldr cytochromec; et les autres

protéines49)

Il faut enfin savoir que seul une partie solublefdigment qui contient I’'heme avec une
masse de 9.4 kDa est étudidb)(

Il ne faut pas exclure que ce cycle Q pourra étadifie pour le cytochromeébc, de
'organismeT.thermophilus En effet la quatriéme sous-unité n’était ideédgéfique dans cet
organisme et pour l'instant son r6le n’est pasrddtes.

2.6.2. Le cytochromecss;

Le cytochromecss,; de T.thermophilugposséde un héme unique soluble. Il se compos&le 1
acides aminés pour une masse de 14.158 &Ddl(fait partie également de la famille des

cytochromes de classe I.

De nombreuses études ont été meneées sur le cytoehgey qui est tres bien caractéri€él.(

52) Il possede une porphyrine de fer avec une baralb52 nm dans le domaine du Visible et
qui donne le nom a cette protéine. En fait cettedlbase scinde en deux, dans sa forme réduite
grace au centre Fe avec une bande & 552 nm et un épaulement & 549 arstructure
cristalline est connueld) Elle a permis de comprendre l'interaction du ciitomecss, avec

le cytochromec oxydase, I'accepteur terminal d'électrons. Uneoliéson de 1,28 A est
publiée (voir figure 1.2.5)53) En 2000 une résolution de 2,8 A est réaliséertir e la
souchek.coli.(54)
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Figure 1.2.5 : Représentation de la structuresaiegtidu cytochromess, (code pdb : 1DT154) ou 1C52 §3)) En
rouge sont représentées les hélicesn jaune les feuilled, en vert les structures aléatoires, en bleu la

porphyrine et en orange le centre ferrique.

Le cytochromecss, contient trois domaines, un de type N-terminatede type C-terminale et
un héeme de type. Cependant, I'intérieur de la molécule est tredrbghobe avec I'absence
de molécules d’eau dans sa structure interne ce’'gsli pas commun aux autres cytochromes
de classe I. Les molécules d’eau sont situéessarface de la protéine. Cependant, elle ne
posséde pas de résidus Lysine chargés a la surfamximité de 'héme contrairement aux
autres cytochromes de class®3)(La région autour de I’heme est protégee par gmsat
peptidique apolaire constitué de la Met 63 et decla 75 qui renforce la thermostabilité de la
protéine.b3) A linverse, le cytochromess, de P. denitrificans posséde lui des résidus
Lysines chargés autour de la crevasse de I'hémeucegouverne l'interaction avec la
cytochromec oxydase$5) Une autre caractéristique est sa grande stabil@ed&naturation
thermique décrite en 1977. Elle est probablemestalla pince du groupe C-terminale qui

entoure 'héme comme une couche lipidigbig, (59

D’autres différences peuvent étre distinguées cottanpeésence du domaine C-terminale de
la chaine peptidique qui est normalement abserga damombreux cytochrome de classe |I.
Un tiers du domaine forme ici une pince supplémentt entoure 'heme. Les résidus Lysine
se trouvent dans ce domaine, ils apporteront doraguande stabilité a la protéine. Une autre
particularité est la présence de feuillptdans la protéines@) Sa grande stabilité lui permet

également des applications d’ingénierie moléculaire
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Le cytochromecss;, peut étre transformée en une péroxydase artlédieermophile en créant
des mutants se basant sur le mécanisme des pésesydaturelles sans pour autant perdre sa
thermostabilité naturelle. Ces péroxydases soficéds comme catalyseur qui utilisent le
peroxyde d’hydrogene comme oxydabf)( Il en découle que l'ingénierie sur des protéines

thermophiles peut étre une méthode intéressantegpoduire des enzymes atrtificielles.

Le cytochromecss; est le substrat naturel de la cytochrommaxydase. Ces deux protéines ne
contiennent pas de résidus chargés a leur surfdieprés leurs structures cristallines
respectives. Cette interaction a été tres biené@tueh « Flux stoppé » mais aussi en RMN et
par des calculs théoriques8| En fait c’est le Cn de la cytochrome oxydase qui est son

partenaire redox naturel.

La partie soluble du cytochronog apparait comme étant un donneur d'électrons calohgpat
avec le csso. Des expériences de « Flux Stoppé » ont été ééaligpour prouver cette
interaction, il en ressort que le manque de chatdges cette interaction montre l'importance

des forces non électrostatiques pendant cettdagd4b)

2.6.3. La cytochromec oxydase de typdas

Le cytochromebaz ou cytochromec oxydase est un des deux oxygenes réductases fprésen
dans la chaine respiratoire de I'organishitbermophilusElle fait partie de la famille de type

B, mais également de la famille de type A. La ftenile type B possede les mémes résidus de
type métal-ligand que ceux du cytochrobeg.(59) Elle partage tres peu de similitudes du
point de vue de sa séquence d’acides aminés (nu@n20% identiques) avec les autres
oxydases et il a été postulé qu’elle appartientlaster de type SoxB(Q, 61 C’est une des

oxydases avec une structure 3D bien conBag.(

Elle est caractérisée tout d’abord en 1995 patatiographie avec un résolution de 3,83%)(
puis en 2000 avec une structure cristalline en 8@édolution 2,4 A par Soulimane et 40
Plus tard, une structure de résolution 2,3 A estiviée.62) Enfin, tout récemment, une
structure de 1,8 A dans un environnement lipidigu&é publiée par Tiefenbrunn et GBY
Avant cela, le cytochromess; a été caractérisé ainsi que la sous-unité |l camiele centre
Cua en 199964) Il s’agit de la plus petite cytochroneeoxydase connue avec une masse de
84.884 kDa pour 764 résidus (voir figure 1.2.6).
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Figure 1.2.6 : Structure du cytochrotme deT. thermophilugcode PDB : 1XME§2) ou 1EHK.40, 69).

Cette protéine possede quatre centres redox : ceptur d’électron binucléaire guun
hemeb bas spin, un hema& haut spin et un centre mononucléairgs.(tile incorpore deux
type d’hémes différents : les héntest ag qui ont des propriétés spectrales tres différecdes
qui permet donc l'analyse des propriétés redox ldeee heme séparément que ce soit en
infrarouge ou en UV/VisiblegB, 67 En particulier, la détermination du potentiel aemi-
vague peut se faire pour chaque heme (hdnetas).(68) Il est aussi possible d’isoler et donc

de caractériser le GU69) Ces centres redox sont répartis dans trois soiiésu

Cette protéine a trois sous-unit82)(nommees sous-unité I, 1l et lla et avec un mitmaine
périplasmique. La sous-unité | montre une certamaogie avec les autres sous-unités | des
autres oxydases, cependant elle posséde 13 htricessnembranaires et cette®T3hélice
montre des propriétés inhabituelles responsablia dgabilité thermique de la protéine. La
sous-unité | contient 'hémé et le centre binucléair@s-Cus. Le centreasz-Cug est
responsable de la réduction de l'oxygéene en @@u.l contient cependant un atome
d’'oxygéne supplémentaire dans le pont liant cex defiacteurs. La sous-unité Il, qui est
située du c6té périplasmique, posséde un site lgaive de type Cude plus que les autres
sous-unités Il. Il est responsable de linteractientype hydrophobe avec le cytochrocgs,

la surface étant non chargé40,(61) Cette sous-unité est typique des protéines de $gxB.
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La sous-unité lla, qui couvre la membrane, jouedla important dans le fonctionnement de
cette enzyme, elle ne possede que 34 résidus dsaitiinés et est semblable a I'hélice 1 de
la sous-unité Il dans I'oxydase de tygeg mais avec une polarité opposée. Contrairement aux
autres cytochromes oxydase, le domaine de liaison autour dy @e posséde aucun résidu

chargé négativementQ)

Une étude sur le cytochrontms a plus particulierement attiré notre attentionusgoet al.
(71 ont étudié le potentiel de demi-vague en fonctlonpH (voir figure 1.2.7). En prenant
deux longueurs distinctes qui correspondent a ahaggme pour la méme transition
électronique, ils ont pu montrer I'évolution de asux potentiels. Entre le pH 6 et 7.5,
’héme az a un potentiel plus haut que celui de I'hemeMais quand on augmente le pH,
I'effet inverse est observé. L’héna a un potentiel de réduction plus haut que I'héme
L’équilibre du transfert d’électrons est déplacésv&tat dans lequel I'héneg est réduit. Ces
deux centres redox sont donc influencés par leQéte inversion est due d’'une part a une
interaction électrostatique homotrope entre lesxdemes et d’autre part aux interactions
électrostatiques ou hétérocoopérativité que chdmpuee a avec son centre protoné. Cette
derniére interaction est appelée effet redox Befiet qui interagit avec les centres redox et
crée un réseau complexe de coopérativites quamHl@augmente7q2) On peut alors se
demander si ces effets auront un impact sur leseseauivre de la protéine. Le £ast situé
trop loin des deux hémes pour subir leur influeriee Cy; n'absorbe pas dans le domaine
UV/Visible, mais il interagit avec I'hemeas. Il est donc impossible pour le moment de

conclure.

340
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Figure 1.2.7 : Dépendance en pH du potentiel da-dague des hemdsetaz du cytochromédas deT.
thermophilus Les potentiels sont ici donnés par rapport a FE(Electrode Normal a Hydrogéene). Figure

modifiée a partir de.7()
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Du point de vue de I'activité catalytique, il a étiéservé que cette protéine est plus active a
des températures supérieures a 60 °C, la températoysiologique de I'organismé.
thermophilug73) En effet, a cette température, l'activité caiglye de I'enzyme est

augmentée et donc le cytochrobreg est réduit par le cytochronass,.

Il a été montré, avec l'aide de la cristallograpfigrace a I'affinité avec le Xe, que le canal
de transport d’@ne géene pas le passage de I'oxygene vers le daéntreléaire contrairement
aux canaux de transport d¢QI'autres organismes comni& denitrificansqui sont plus
petits.(74) Pour lier 'oxygene, la protéine a besoin dersenter dans son état réduit, qui est
un intermédiaire important pour le cycle cataly&qull’état réduit n’entraine généralement
gue tres peu de changements structur@bx. e cytochromebas est une exception, des
changements mineurs mais importants sont déteatésuradu centre binucléaire. Un
mouvement du centre binucléaire qui perdrait umatd’oxygene est suspeci#) La forme
réduite de la protéine se lie, par exemple, avaydmure. L’hemeg, dans son état réduit, a
une affinité tres forte avec le cyanure. Il sulwhd des changements structuraux qui ouvrent
’hémeaz aux ligands. Cependant, la forme oxydée de |&pretne réagit pas en présence de
cyanure. Cet exemple montre encore une fois lacpéatité de cette protéin&)

Le mécanisme des chemins de protons n’est quesitamient définit, de nombreuses études

sont en cours sur le sujet.

Le centre binucléaire catalytigue est situé auemilde la membrane ce qui implique
I'utilisation de chemins de protons pour la rédmctide I'oxygéne et pour le transfert de
protons a travers le c6té négatif de la membramge ¢ém passant a travers la barriere
hydrophobe. La structure cristalline suggére dehgnins de protons possibles, ils sont
similaires a ceux identifiés par Ilwata et al. pdar cytochromeaaz; de Paracoccus
denitrificans(33) et nommeés chemin de proton K et D. Ces noms elendes deux résidus
d’acides aminés, situés a I'entrée du canal, Agi§[1P24) et Lys 354(K3544Q) Il accumule
en fait les molécules d’eau dans la piscine (wate). Il a été postulé que cette piscine fait
partie du chemin de sortie des protons et estdjatgur primaire pour les protons pompés et
pour les molécules d’eau formées par le centrech#aire.@0, 7§ Le transfert d’électrons se
fait & partir du cytochrome qui délivre un électron au Gupuis au site binucléaira-Cug

via 'héme b. La formation de deux molécules d’eau nécessitrguprotons qui seront
délivrés par les chemins de protons K et D. Le ¢hata protons K sert a I'assimilation de

protons couplés a la réduction du site binuclédieechemin de protons D sert quant a lui au
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transport de protons et a la réduction de I'oxygdhenontre une efficacité moindre que
I'autre chemin de protons K. Le chemin de protons’® pas de fonction. Plus récemment,
cependant, il a été prouvé, grace a une mutageqesela protéine n’utilise qu'un seul
chemin de protons, le chemin K. Ce résultat esiogna a celui de la famille de type A. Cet
unique chemin délivre donc les protons au sitef gmiur la réduction de l'oxygene et
participe au transfert de protor¥®) Une analyse génétique de l'autre chemin de psoton
montre que les résidus formés ne sont pas consetwmc que ce chemin de protons n’est
pas actif. Une double mutation a I'entrée de cesxdshemins de protons a montré que
l'activité de la protéine n'a pas été modifiée. Degtations ont été également faites sur le
chemin de protons K comme la mutation de l'acidénan®lu 15.79) Les mutants Glu 15 et
Thr 312 ont permis de mettre en évidence I'existettion seul chemin de protons. En effet,
ces deux mutants retardent et inhibent I'oxydagbra réduction dans une partie du cycle
catalytiqgue.80) Le chemin de protons K commence avec I'acide arfdtu 15 puis passe via
les acides aminés Thr 315, Thr 312 et la Ser 36@ figure 1.2.8).79)

B

: ?_N Thr_312

/l’

Thr 315 Glu_15(11)

a

Tyr 24

Figure 1.2.8 : Proposition de structure du chemsipitons K. 79)

Les mutations du chemin de protons K affectentniibd qui va passer de I'état ferrique a
I'état ferreux beaucoup plus rapidement en inhitbeutitansfert d’électrons.

L’énergie libre produite par la réduction de I'o¥yg en eau est utilisée pour pomper les
protons. Cependant, le chemin de sortie des protoest lui pas tres bien caractérise.
L'efficacité de pompage est de 0,4-0,5/¢4 (81) contrairement & d’autre cytochronee

oxydase mitochondriale qui montre une efficacitd d€/e.
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En effet il a été montré que le chemin de protamexdifié pour I'organisméd .thermophilus
probablement di a I'His 384 qui change de confifjoinastructurale pendant le cycle
catalytigue et que le site de pompage alterne détiad protoné et déprotoné pour chaque

deuxieme électron transféré au site catalyti@ag. (

Le cytochroméba; possede cing intermédiaires réactionnels, leef@rs nommés A, P et
O ont des propriétés communes avec les oxydadgpelaa;. Les deux autres intermeédiaires

sont R et (83, 89 Le schéma 1.2.9 décrit les différentes transition

R! Cu,* Fe,**
Fe, 2 Cug' YOH
0O, 3
2 ﬁ \
A s Fe, 2"
Fe,*"-0-0 Cug* YOH
h 4
P Cu,* Fe,*
& Fe " =0 Cug?*-O- YO
H+
e
F Cll‘_\} _ Feb2+ _ _
11 Fe gH=0% Cup?™-H,0O YO
H+
Vgl
- Cu,2* Fe, >
: Fe 3*-OIT Cup?-1L,0 YO

Figure 1.2.9 : Schéma illustrant le cycle de réamctixydatif de la cytochromeoxydase de typkas.(83, 89
R!: enzyme totalement réduite
A : intermédiaire de type ferreux oxy
Pr : intermédiaire peroxy
Fun : intermédiaire de type oxy ferryl
O : enzyme totalement oxydée
YOH : Tyrosine 237 protonée

YO’ : Tyrosine 237 deprotonée
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La Tyr 237 est un groupe critique dans le cytocledras, elle est située pres du centre

binucléaire et est liée de fagon covalente avdigand Histidine du Cgl (83)

Pour la transition R>A, apres addition d’'oxygéne, la formation d’'un cdexe de type oxy
avec un échange d’électrons et de protons dardel®s sens se réalise. Le rendement de la
réaction est de 40%. Il y a une fixation de I'oxygésur I’'hnéme rédudg qui relache du CO.

Ce mécanisme est le méme que pour le cytochezgi85)

La transition A—>Pr implique une réduction du complexe oxy par trééctons provenant de
’hémeb et du Cg avec la rupture d’'une liaison O-O de I'hemeformant ainsi I'oxy ferryl
ou « peroxy » nommégPCe R a le méme spectre caractéristique que le cytoaheagy86)
C’est dans cette transition que I'acide aminé G8)2¥n conservé dans le cytochrobze,

joue un role.

La transition B—F met en jeu la réduction de I'hérbasans perturber I’hnénmag comme c’est

le cas dans le cytochronaas. Un proton est également utilisé pour former émtédiaire

F.87)

Enfin, la derniére transition-FO va réduire I'oxy ferryl et permettre un transfdiglectron
vers 'hemeb puis vers le Cu et enfin vers le centre binucléaire. |l y a umsfart de protons

pompeés ou obtenus pendant cette transition.

Il est intéressant de noter qu’il n'y a pas de pag® de protons pendant la transition
A—Pr—F ce qui peut expliquer le faible rendement du pagep(0,4-0,5 He). Pendant les

transitions, F>O un ratio de 0,7 protons est échargf.(
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3. La laccase ou CotA déBacillus subtilis
3.1.Structure

La CotA est une endospore responsable de la spioml Le nom Cot vient de I'opéron (un
opéron est un ensemble de genes dont la réguliidaxpression dépend d'une molécule dite
opérateur). La CotA se compose de 25 polypeptides pne masse moléculaire de 65
kDa.@8) Malgré des similitudes avec les oxydases muitireg, on ne sait pas si le CotA a
une activité oxydative darBacillus subtilis La laccase d8acillus subtilisfait partie de la
famille des protéines multi cuivre « bleus », cdtmille se caractérise par des protéines
multidomaines qui utilisent des propriétés redoxjues de ces ions cuivre®9j Elle présente

des similitudes avec les oxydases multi cuivreigeau des sites actif8g)

La laccase se trouve essentiellement dans des dayamnp responsables de I'humification,
mais aussi dans les plantes ou elle intervient tasgnthese de la lignine ainsi que dans les
bactéries.

La laccase est une glycoprotéine et appartientfanidile des oxydoréductases capables de
catalyser chimiguement I'oxydation des composésipligues en réduisant le dioxygéne en
eau, c’'est dans cette optique qu’elle est le ptussent utilisée. Un intérét majeur de cette
laccase est sa capacité a réduire directemenblg/igine en eau, sans former du peroxyde
d’hydrogene et pour des potentiels plus élevés apie qui peut étre observé avec des
catalyseurs a base de platif@)(La grande stabilité de cette laccase et son itapta activité

catalytique en font un excellent candidat pour biogile.©1, 92
L’autre avantage de la CotA est son activité dareslarge gamme de températur@3).(

La structure en 3D de la laccase bactérienne Caife aléterminée a partir de la diffraction
des rayons X avec une résolution de 1,7 A (voirrfgl.3.1).94-96
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Figure 1.3.1 : Représentation de la structure @&l les atomes de cuivre sont représentés eemagcode
PDB : 1GSK)04-96

La laccase nécessite un médiateur pour pouvoititomeer de maniere optimale. Le réle de

ce médiateur est trés précis, une fois que le nediast oxydé par la laccase, il doit oxyder
un autre substrat. Par ailleurs, le médiateur oxydeérrait s'appuyer sur un mécanisme
d'oxydation non disponible a I'enzyme, étendarsidangamme de substrats accessible (voir
figure 1.3.2).97)

02 Laccase Mediateu Fox Substrat

H,0 Laccase, Mediateu Substrat,,

Figure 1.3.2 : R6le du médiateur dans la réactaalgtique.98)

Plus de cent médiateurs ont été décrits et Fabétrial.09) ont démontré que le médiateur le
plus adapté pour la laccase est le 2,2'-azinobetH@benzothiazoline-6-sulfonate) ou ABTS.
Ce médiateur joue un role important dans la détaatiin du mécanisme d'oxydation du
substrat grace a la stabilité de sa forme oxyddés gue par la valeur de son potentiel redox.
Il peut étre oxydé en un radical cationique (ABT®t en un radical dicationique (ABT$
qui répondent aux caractéristiques attendues daumt ple vue réactionnel et mécanistique. I
y a encore aujourd‘hui des désaccords dans lesefoae réactivité de 'ABTS lors de son

oxydation (voir figure 1.3.3)99)
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Figure 1.3.3 : Différents états oxydés de I'ABTS)(
3.2.Mécanisme fonctionnel

La laccase contient quatre centres actif§@Qui*, qui sont classés en trois types T1, T2 et T3.
Le site T1 est caractérisé par une bande d’absorpgrs 600 nm qui correspond a la couleur
bleue de la laccase. Cette bande possede descmodffid’extinction molaire éleves. Cette
absorption forte est due au transfert de chargal#igand de I'atome de soufre du ligand
Cystéine vers I'atome de cuivre. Le site est emtale deux Histidines, d’une Cystéine en
position équatoriale et d'une Méthionine dans uwsitpn axiale, le tout décrivant une
bipyramide trigonale. Sa fonction est d’extrairecssivement quatre électrons au substrat ce

qui est typique des laccases et donne la couleuelde la laccas@4)

Le centre trinucléaire est, quant a lui, composé dite T2 et de deux sites T3. Le site T2
peut étre caractérisé uniquement en RPE car lalsggnUV/Visible est trop faible. Ce signal
en RPE ressemble a celui des complexes Cu(ll)g@tieux, dans le cas de l'organisme
Bacillus subtiliscette bande est absente car la distance entrenteecT2 et T3, qui est de

I'ordre de 4 A, est anormalement longue ce quiybé le signalq4)

Le site T3 a lui une bande d’absorption a 330 nraisnavec un coefficient d’extinction
molaire peu élevé. Il contient 2 ions cuivre atélau ligand et se caractérise par son

caractere diamagnétique.
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Le centre est entouré de huit Histidines dont siRt £oordinés avec le site T3. Un pont
hydroxyde relie les deux atomes de cuivre. Enfencentre intervient dans la réduction du

dioxygéene (voir figure 1.3.4).

HOH

Figure 1.3.4 : Schéma des centres Cu de la ladeBacillus subtilis(Cu, est le centre de type |, £le centre
de type Il et Cuet Cy sont les centres de type 1(B4)

Les trois ions Cti du centre trinucléaire sont donc réduits & I'&@at. Enfin les sites T2 et
T3 interagissent avec la molécule de dioxygéne fmumer un intermédiaire peroxo qui est

ensuite réduit en un ion hydroxyle.

Cette laccase contient aussi trois domaines de dypesdoxin. lls sont liés par une boucle

extérieure interdomaine. Cette boucle contribue stdbilité de I'enzymedd)
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4. Interaction protéine-protéine

4 .1.Introduction

Un mot général décrit les interactions biologiquémteractome. L'interactome décrit toutes
les interactions moléculaires possibles dans ulh@eeomme linteraction protéine-protéine
ou l'interaction ADN-ARN (voir figure 1.4.1). L'éule des ces interactomes permet de
comprendre des mécanismes biologiques essentialslpaellule et plus particulierement
pour comprendre de nombreuses maladies humaingpe@eurodégénérative. Une protéine
n’agit jamais seule mais interagit avec d’autregr@ssurer sa fonction. Pour la levure il a été
montré que 88% de ces 2000 protéines, qui ont atdiges, étaient sous forme de
complexes100) De plus l'interaction protéine-protéine est aussiciale pour les processus
de la chaine respiratoire comme lors de la gémérafiun gradient de protons pour la
synthese d’ATPX01)

Figure 1.4.1 : Exemple d'interaction entre deuxt@ires.

Les interactions entre protéines sont caractériségsme étant stables ou transitoires. Les
interactions stables sont associées avec desn@etgui ont été purifiées comme des sous-
unités multiples. L’hémoglobine et 'ADN polymérasent des exemples d’interactions

multiples de sous-unités qui forment des completakles. Les interactions transitoires sont
attendues dans le contréle de la majorité des psosecellulaires. Elles sont temporaires dans
la nature et requierent typiquement des conditiv@s spécifiques comme un changement

conformationnel. Ces interactions peuvent étreefodu faibles, rapides ou lentes.

Les conséquences de ces interactions sont multipéss peuvent altérer les propriétés
cinétiques de I'enzyme, créer un nouveau siteaigoln, désactiver ou dénaturer la protéine et

démontrer des nouvelles fonctions que la protémpassédait pas en étant sel@
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Les protéines se lient les unes aux autres grasesa&ombinaison de liaisons hydrophobes,
de forces de van der Waals, et de ponts salins diesmsglomaines spécifiques de liaison de
chaque protéine. Ces domaines peuvent étre degetitde larges surfaces et peuvent varier
de quelques peptides a des centaines d'acidessarhaéorce de la liaison est influencée par
la taille du domaine de liaisod@2) Il existe différents types d’interactions possglentre
deux protéines. Trois interactions attirent nottterdgion : électrostatiques, hydrophobes et
hydrophiles.{03) La nature de la surface des deux protéines eraiction est primordiale.

4.1.1. Interactions électrostatiques

Les interactions électrostatiques sont fondamenteleomniprésentes pour la formation de
liaison et de macromoléculeB)d) Elles dominent de nombreux aspects du comportemen
des protéineslQ5 Différentes analyses de structures ont montréraie central des
interactions électrostatiques dans I'associatiootéme-protéine. Elles se font entre des
résidus chargés uniqguement. Les clusters de répmlases et chargés qui sont localisés dans
l'interface protéine-protéine peuvent renforcestabilité du complexe, bien que I'ensemble
des charges électrostatiques soit généralemenabdésint pour les protéinesd6 Le
complexe formé implique une désolvatation partidds protéines qui interagissent. Il semble
que les interfaces protéine-protéine peuvent étecues de maniere a optimiser les
interactions entre les résidus chargés et poldiiss sont généralement tres stabilisantes et
directionnellesX07) L’interaction entre les groupes Lysine du cytachec et les groupes
carboxylate chargés négativement sont un exempiéetiction électrostatiqué@8 Enfin,
elles peuvent créer, par exemple, des liaisongji@s, Hydrogéne ou covalenté®9 Des
ponts salins peuvent aussi étre issus de l'interaantre deux surfaces chargées. lls sont
généralement associés avec des liaisons Hydrodgoeent un rdle crucial dans la liaison

entre des protéined10, 11}
4.1.2. Interactions hydrophobes - hydrophiles

Le terme d’interactions hydrophobes est généralenedié aux interactions de London. Or, il
manque les interactions de Debye qui sont touti doikes que celles de London. Il est donc

plus juste de parler d’effet hydrophobe qui esensemble d’interactions.

Les effets hydrophobes sont fondamentaux dans ddilisation de deux protéines
associéesl(l?2) Le terme effet hydrophobe est utilisé pour déctiassociation entre des

résidus non polaires situés a la surface des pegéi
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Un effet hydrophobe existe entre le cytochramgg et la cytochrome oxydase de typbag

puisque leurs deux surfaces ne sont pas charg@ges4

Les interactions hydrophiles et hydrophobes soutetoles deux dues a une restructuration
des molécules d’eau au voisinage des surfacesataspraent hydrophiles ou hydrophobes.

L'origine de ces deux interactions n'a pas dextlien théorique satisfaisante dans la
littérature.(03, 113, 114

Les surfaces polaires ou chargées ayant plus mit@fpour I'eau sont dites hydrophiles et les
forces susceptibles d’agir entre elles sont qéasid’interactions hydrophiles. L'interaction

hydrophile résultante entre deux surfaces hydrephilst répulsive. Certaines molécules non
chargées et non polaires peuvent étre hydrophilésis géométrie est favorable et si elles

contiennent des atomes électronégatifs.

La prédiction de tels complexes est tres difficiée les mécanismes sont mal compris et trés
peu décrits, une combinaison d’approches expérateniet théoriques est donc nécessaire

pour comprendre ces mécanismes.

4.2. Approche expérimentale

Plusieurs méthodes permettent d’étudier ces irtierac protéine-protéine. Tout d’abord la
PCA (Protein fragment Complementation Assay) quiséste a coupler chacune des protéines
avec des fragments d'une protéine rapportrice. ielenet d’identifier les interactions et les
réseaux d’interaction1(5 tout comme la méthode FRET (Fluorescence Resenanergy
Transfer) qui permet de caractériser des intenastia l'intérieur et a lI'extérieur de la
cellule.(L16) La détection d’'un signal caractéristique reflatproximité ou non de la protéine
ciblée. Puis la spectroscopie de masse est égadamibsée pour identifier les protéines
présentes dans le complexe. Or ce procédé estuzoldge nécessite des complexes
purifiées(117) D’un point de vue expérimental, tres peu de stmes ont été déterminées par
spectroscopie RMN (Résonance Magnétique Nucléairedar diffraction des rayons X car
ces complexes sont de nature transitoire et legipas, mises en jeu, ont des masses
moléculaires trop élevée$l8 Une autre méthode est la méthode TAP (Tandem Affini
Purification) qui est, en fait, la purification demplexes protéiques basée sur I'utilisation de

protéines chimériqued.{9, 120
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Cette méthode permet de créer des cartes d'intemaprotéine-protéine et ainsi mieux
comprendre le développement des cancers chez I'monfin effet, des protéines sont
impliquées dans le développement des cancerstaires de ces protéines sont communes a
d’autres animaux. En dressant la carte d’interactie ces animaux, une base de travail est
obtenue. La technique de double hybride permeteéuait d’'établir ces cartes, elle détecte

une interaction physique entre deux protéines.

D’autres méthodes d’analyses d’interaction prot@ireéine ont déja été appliquées a I'étude
de protéines membranaires. Tout d’abord la RPEdifR&®we Paramagnétique Electronique)
est utilisée pour étudier la dynamique des progf{t2l) L'utilisation des centres
paramagnétiques, comme par exemple entre la cyimat oxydase et le cytochronte est
nécessaire dans ce casdaq) Enfin d’autres méthodes sont a envisager commeenutation

ou la cinétigue fonctionnelle qui permettra de déteer la nature de l'interaction entre deux
protéines en se basant sur un modele a deux pasni€eactions sont de type électrostatique
et permettent de se renseigner sur l'efficacité tcAnsfert d’électronsl@3d Certains
parameétres rentrent alors en jeu comme la distobute charges autour de ’heme qui joue
un rdle majeur dans l'association entre deux paites redox. En effet, ces charges sont
responsables du moment dipolaire électrostatiquealidre paramétre concerne les contacts
hydrophobes directs et les propriétés de linterfgai sont importantes pour le transfert

d’électrons 498)

Cette liste n'est pas exhaustive il existe bierutte&s méthodes pour décrire linteraction

protéine-protéinel24)
4.3.Approche théorique

Les études théoriques pour I'étude de linteracfootéine-protéine nécessitent I'utilisation
de logiciels spécifiques qui combinent de la bioinfatique (« docking ») et de la biologie
structurale pour prédire la formation et donc lafguration de ces complexes. Certaines
études sont faites a partir de la base de donréBs(Protein Data Bank) avec des résultats
plus ou moins conforme&?25) La premiére base de données qui a regroupé pquremiere
fois toutes les interactions possibles entre pmegeest: DIP (Database of Interacting
Proteins) en 2000126) remise a jour en 2004.27) Depuis de nombreuses autres bases de
données ont émergées telles que MINT (Molecular&ation Database). Une autre méthode

consiste a utiliser le criblage a haut débit pas elxpériencas vivoouin vitro.(128)
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5. Biopile a biocatalyseurs optimisés — étude de ladease
5.1. Principe

Parmi les différents axes du projet exposés datie tieese le développement d’électrodes
pour biopiles s’inscrit dans I'air du temps. Lesdies énergétiques ne cessent de s’accroitre
et la baisse rapide de la disponibilité en resssuroon renouvelables sensibilise au
développement de moyens permettant de produiréderdjie sans avoir a puiser dans ces
ressources. Le grand défi de ce siecle est dedroune alternative aux énergies fossiles,
alternative qui devra étre non polluante. La vidég biopiles a combustible est de produire de
'énergie électrique grace a l'utilisation de malkss biologiques sans qu’une recharge
extérieure en combustible soit nécessaire, etlsanécessité de changer régulierement les
batteries. Une biopile ne fonctionne pas avec dbssts classiquement utilisés en industrie
mais avec des enzymes issues de produits biolagigoe figure 1.5.1). Il y a divers types de
piles a combustible comme la pile & combustiblggdrdgene qui fonctionne avec un couple
dihydrogéne/dioxygéne. Cependant la production deddogene nécessite I'utilisation
d’énergies fossiles ou de processus chimiquestnéi®ux. La pile a combustible au méthanol
ne répond pas a nos critéeres car elle produit duyde de carbone et du monoxyde de
carbone. Le premier systeme a été decouvert en, p8&g de 50 ans apres, ces dispositifs ne

sont pas encore au point pour généraliser leusatiibn.

Un critére primordial est la miniaturisation despiles. En effet, que ce soit en médecine ou
en informatique, les appareils doivent étre le plest, le plus léger et surtout le plus stable
dans le temps sans perte d’efficacité comme pampbeeles stimulateurs cardiaques. Un
autre domaine d’application est l'industrie alineerdg et I'agriculture ou [l'utilisation de
différents combustibles permettra de diminuer léshéts. Grace a I'absence de membrane
échangeuse de protons due a la forte sélectiviéedrymes pour leur substrat respectif, la
réaction du combustible avec I'oxydant est évitegui permet de diminuer la taille et le colt
de la biopile.{29, 130
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Figure 1.5.1 : Représentation schématique d’ungileienzymatiquel(31)

De nombreux parameétres restent a améliorer, damiaaditions d’utilisation normal des
piles et du rendement de transfert d’électrons éextrodes, que ce soit au niveau de la
guantité d’enzymes immobilisées par unité de serflcstabilité des enzymes dans le temps.
Les avancées récentes en nanotechnologie ont peemnedynamiser ce domaine, en effet les
nanoparticules d’or et de carbone sont plus adggéer une immobilisation et présentent de
nombreux avantages comme un bon rapport surfacehelune bonne biocompatibilité et
une conductivité élevée. Ces nanoparticules satitefaent modifiables et peuvent étre

adaptées spécifiguement a chaque protéine.
5.1.1. Avantages des biopiles a biocatalyseurs optimisés

Le plus gros avantage de ces biopiles vient ddisation de la biocatalyse, cette biocatalyse
a une efficacité catalytique tres importarit8d) Elle nécessite des conditions d’utilisation
extrémement douces: pH neutres, température atebiein milieux aqueuxi@3 Elles

peuvent enfin oxyder différents substrats présdatss la nature comme le glucose ou le

fructose, 134), qui sont couramment utilisées, ce qui dimingece(ts de production.
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5.1.2. Inconvénients des biopiles a biocatalyseurs optinés

Malheureusement l'utilisation de ces biopiles pnéseencore de nhombreux inconvénients. Le
plus grand inconvénient est que les enzymes onacinété catalytique diminuée lorsqu’elles
sont immobilisées. Puis, un autre probleme estugal de vie de ces biopiles qui est
déterminée par la durée de vie des enzymes usliseette durée de vie ne dépasse pas les
guelques jours sur un support solide et quelquesebeen solutiofl35 La taille des
enzymes pose également un probleme majeur. En leffelensité volumique n’est pas
suffisante et donc la concentration d’enzymes fiarest insuffisante par rapport a une pile
classique. Un autre probléme est I'oxydation inclengp du combustible. La densité de
puissance est plus faible que celle des piles cumreelles a cause de la difficulté de
communication entre I'enzyme et I'électrode. En sgmuence, I'énergie générée est tres
faible de quelques pW a 1 mwW.émomparée a celle d’une pile & combustible classigi
génére 10 & 400 mW.¢MmCette énergie peut étre augmentée en immobiligaatd’enzymes

aux électrodes et en optimisant I'efficacité dunsfart d’électrons.
5.1.3. Conception d’électrodes

Une des avanceées les plus significatives ces demanées dans le domaine des biopiles est
le développement des biocathodes et des bioanadesngloie le transfert direct d’électrons
au lieu du transfert d’électrons indirect a I'aile médiateurs. Des études sur la lacch36, (
137) et sur la bilirubine oxydasel38) ont permis le développement de biocathodes en
utilisant le transfert d’électron direct. La glueo®xydase a permis de son cote le

développement de bioanode avec le méme résuR8y.(

La laccase de I'organismiBacillus subtilis provient du laboratoire de Biologie Chimique

dirigé par le Pr. Andrew Giriffiths. Dr. Valérie yaét Thomas Beneyton (U.M.R. 7006), qui

ont préparé cette protéine et proposé la biopitigédans la figure 1.5.2. Cette biopile est
composée dans sa partie anodique d’'une alcool déslgnase (ADH) soluble ayant pour

cofacteur la pyrrologinoline quinone (PQQ). Cetteyame peut extraire quatre électrons de
son substrat. Pour le compartiment cathodiquegntsutilisé une laccase bactérienne soluble
issue d'un organisme extrémophile qui présente dome forte stabilité et une bonne

efficacité catalytiquel(40)
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Figure 1.5.2 : Schéma de la biopile du projet dotatoire du Pr. Andrew Griffiths et du Dr. Valéfialy

Nos collaborateurs ont développé une méthode @etg#is de variants optimisés de laccase
et dADH qui combine la compartimentatidn Vitro (IVC) (141) et la microfluidique
digitale.142) Ces gouttelettes formées par microfluidique pétené de réaliser des
sélections dans toutes les conditions désiréesiicpegmet de mimer les conditions réelles

d’utilisation des variants dans les biopiles.
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6. Fonctionnalisation de surface

La fonctionnalisation de surfaces est un domainpleine expansion, en effet elles conferent
a ces surfaces de nouvelles propriétés. De pludange palette de fonctionnalisations est
disponible et ne cesse de croitre de jour en joaumdéfinition de la fonctionnalisation est le
fait de changer les caractéristiques de surfaceedpartie d’un dispositif pour modifier sa
fonctionnalité et ainsi aboutir a des effets préstissouhaités. Les matériaux utilisés sont
variés comme les nanotubes de carbone, les narieilsanoparticules métalliques et semi-

conductrices.
6.1. Immobilisation de protéines

Tout d’abord les différents types d'immobilisati@ont passés en revue, puis le cas des

nanoparticules d’or utilisées comme médiateursnest en avant.
6.1.1. Mécanisme de transfert d’électrons

Le contact électrique entre le centre actif dertagine et I'électrode joue un rdle central dans
le design d’électrode enzymatique. Deux types deaméme de transfert d’électrons sont
distingués. Dans tous les cas le transfert d’@estdoit se faire de maniére la plus efficace

possible.
6.1.1.1. Transfert d’électrons direct

Ce transfert d’électron direct doit se faire sdimgdrvention de médiateurs entre le centre
actif de la protéine et I'électrode mais tres p&xemples utilisant ce type de transfert sont
connus. Un médiateur est une espéce redox réweddidtrochimiquement dite électroactive
qui participe au transfert d’électrons. Dans ce, casst donc la protéine qui joue le réle

d’électrocatalyseur et favorise le transfert quiagsegrace a un effet tunnel (voir figure 1.6.1).

Bien entendu, ce transfert dépend de la localisatiocentre actif de la protéine qui doit étre
orientée de facon optimale et proche de I'électradisi la distance de transfert est optimale

pour ce type de transfei33
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Figure 1.6.1 : Mécanisme de transfert d’électrof@ transfert d’électrons direct (effet tunnel)ldsurface de

I'électrode jusqu’au site actif de la protéine ), Tlbansfert d’électrons via des médiateurs redahd(

6.1.1.2. Transfert d’électrons a I'aide de médiatas

En général, le site actif de la protéine est entoes profondément au sein du squelette
protéigue rendant le transfert d’électron difficdé a la vitesse de transfert qui diminue de
maniére exponentielle avec la distance. Un liemeelet centre actif et I'électrode est créeé et
permet ainsi le transfert d’électrons. Des médiatgui doivent remplir un certain nombre de
conditions sont utilisés. Tout d’abord ils doiveite stables dans les conditions de travail
sans participer a la réaction et sans réagir aeaydene. Ensuite, leur réaction doit étre
rapide et réversible d’'un point de vue cinétiquetbermodynamique. Enfin, le potentiel

redox de la protéine étudiée est déterminée gawtkntiel d'oxydation du médiatedrdd)

Enfin, le médiateur a généralement une concentrdtigs inférieure a celle de la protéine
étudiée. Les médiateurs les plus communémentéasiksnt soit immobilisés sur I'électrode,
soit dissouts dans le tampon. Cependant, la stalgti leur facilité de diffusion loin de la

surface limitent la durée des systémes.
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6.1.2. Différents types d'immobilisation

L’'immobilisation permet d'orienter de facon spégife la protéine souhaitée, en tenant
compte de la nature de la surface, de la stalatitdes propriétés des protéines (voir figure
1.6.2). Les propriétés électrochimiques et optigiess protéines redox sont utilisées dans les

différents cas listés ci-dessouslH)

Figure 1.6.2 : Différentes méthodes d’immobilisatiqa) adsorption physique ; (b) inclusion dans un
polyélectrolyte ou dans un polymére conducteuy indusion dans une monocouche auto assemblée §3AM
(d) attachement non orienté sur une monocoucheasstemblée; (e) attachement orienté sur une moaleou

auto assemblée; (f) attachement directement surface du site actiflé6)

De nombreuses études ont été menées par le pastksant difféerentes méthodes telles que
le greffage de relais redox sur la protéine, linmfisation d’enzymes sur des polyméres
électroactifs ou encore l'introduction des médiatdaisant office de relais d’électronsl4{)

le contact électrique obtenu par le biais de cabhoagés est relativement inefficace soit parce
gue la modification de la protéine n'est pas oplanaoit parce que l'immobilisation de
'enzyme engendre une orientation qui n'est pa®r@ve a un transfert d’électron entre le

centre actif de la protéine et I'électrode.

Concernant I'attachement directement sur la surtkcéa protéine, il est soumis a plusieurs
contraintes dont la plus importante est que laémet ne se dégrade pas apres son
immobilisation. L’interaction entre la protéinelatsurface peut étre de type hydrophobe ou
électrostatique qui dépend du pH et de la forcejim (@35 L’'attachement orienté sur une

monocouche auto assemblée se rapproche le plastdehnigue voulue et reste celle la plus
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couramment utiliséel@8, 149 On peut citer I'exemple de la laccaseTdeersicolorqui a été
récemment immobilisée sur une électrode de carbitreax.(150) Le principe est de mettre
un modifiant sur une surface noble pour orientefagen spécifique la protéine.

6.1.3. Utilisation des nanoparticules d’or comme médiateur

Une approche en utilisant les nanoparticules dnme médiateur est adoptd®]) C'est
une des procédures les plus prometteuses. Enoeffehanoparticules agissent comme un
relais dans un transfert d’électron a longue dtade nombreux exemples sont décrits dans
la littérature avec diverses protéines comme laafe oxydase 162 la galactose oxydase,
(153 la laccase 154 ou encore le cytochrome.(155 Pour ces immobilisations, une
monocouche de nanoparticules d'or a été déposée amvetaux de transfert tout a fait
acceptable. La méthode utilisée a été décrite tamsiblication de Murata et d%6) qui
utilise un réseau 3D de nanoparticule d’or sur éleetrode. Ces nanoparticules présentent
divers avantages comme une bonne biocompatibéitgui est primordial dans la mise en
place de dispositifs électrochimiques car la dale€egie des protéines immobilisées augmente.
La surface spécifigue de ce réseau est exceptienmait élevée ce qui augmente la
sensibilité de la mesure et donc permet d’avoir vitesse de transfert d’électrons et une
vitesse de réaction élevée. De facon plus génétadst possible de contrbler la taille des
nanoparticules en fonction de la méthode de syathasisée pour trouver la distance
optimale entre la nanoparticule et le centre adid. formation de couches est donc
contrblable. La variation de la taille du modifigpérmet de changer sa flexibilité et la
variation de la charge du modifiant est un crii@téressant dans la mesure ou les charges de
surface de la protéine ne sont pas forcément canfiioals ces criteres sont importants car ils
influencent, de facon décisive, sur la conformatienla protéine adsorbée et sur son activité
redox.(57, 158 Dans la publication de Murata et H3g), le cytochromec est adsorbé a
I'aide d’'une interaction électrostatique entrern@&sidus Lysine de surface de la protéine et les
alcanes thiols de I'acide carboxylique.
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7. But de la these

La recherche présentée dans cette these est cenréétude et la caractérisation de
protéines issues de la chaine respiratoire de diosgne T.thermophilugtudiée par
spectroscopie infrarouge et électrochimie gracea dibfonctionnalisation de différentes
surfaces. Notre but est de trouver et de caraetédss systemes catalytiques ayant une

application potentielle pour une future biopile.
* Etude de la cytochroneoxydase de typkag

La cytochrome oxydase de typleas est la plus petite des cytochromexydase connue. Elle

est responsable de la réduction de 'oxygéne mtdéelen eau.

Cette protéine membranaire présente une dépengahde son potentiel de demi-vague tres
particuliere. En effet, elle posséde deux typesmibs différents qui ont des propriétés
spectrales trés différentes et qui ont chacun peapre dépendance. Ainsi, grace a notre
technique de spectroscopie infrarouge coupléelecti®chimie, la possibilité de comprendre
et de mettre en avant les raisons de cette dépemdmt possible. Des conséquences sur la
conformation, sur les chaines latérales d’acidemé@snet sur la redistribution des charges

dans les sites des cofacteurs sont attendues.
* Interaction protéine-protéine

L’interaction protéine-protéine est un phénome®s tomplexe encore peu compris de nos
jours. Il met en jeu plusieurs interactions quiushcent de facon notable sur le complexe

formé et sur ses caractéristiques spectroscopiques.

Deux protéines solubles le cytochroroget le cytochromecss, de T. thermophilussont
étudiées. Leur interaction est caractérisée parteckenique de spectroscopie infrarouge et
d’'UV/Visible couplée a I'électrochimie qui permee dnieux comprendre I'impact sur la
réorganisation des hémes, du squelette peptidiules chaines latérales d’acides aminés.
Deux autres complexes différents sont aussi fordaés le but de prouver que I'interaction
entre le cytochrome; etcss; est bien réelle. Pour cela, le cytochroorau coeur de cheval est

utilisé pour montrer qu’une interaction n’est pagjours possible.
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» Utilisation de nanoparticules

Les protéines de la chaine respiratoire caract&ipgécédemment sont donc utilisées ici pour
mieux comprendre le mécanisme des protéines etarett avant leur éventuelle efficacité
catalytigue dans une future biopile. Les biopileprésentent une alternative aux énergies
fossiles. L'étude d’'une glycoprotéine, la laccaseBacillus subtilis permet de mettre en
place une technique d'immobilisation grace a dewparticules d’'or. Le but est de trouver
une meéthode d’immobilisation qui présente une Btabet une cinétique de transfert

électronique efficace.
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Chapitre 1l :
Techniques de

caracterisation



1. Techniques de caractérisation

Cette thése s’articule autour de plusieurs teclesgle caractérisation principalement dans le
domaine de la spectroscopie, tout d’abord le doendin 'UV/Visible et ensuite le domaine

du moyen infrarouge.

La figure 2.1.1 présente les difféerentes longuedisnde de toutes les radiations
électromagnétiques connues. Le spectre électrommggeé est la décomposition du
rayonnement électromagnétique selon plusieurs pdras) tous ces parametres étant reliés

grace a 2 formules.

E =hv Equation 6

_ C

avecv = 1
donE = h% Equation 7

ou E représente I'énergie en @ ja frequence en Hz4, la longueur d’onde en nt;la vitesse

de la lumiére en m’s; h la constante de Planck en J.s
Deux domaines sont utilisés:
* Le domaine ultraviolet et visible (UV/Visible) si#umant entre 200 et 800 nm.

* Le domaine infrarouge.

Rayons Rayons X uv infrarouge | Ra9ars. lemlrv| sw | Am
gamma [IR) IEL:
ondes

W 192 1ot TR et 1o 1wt 1 1ot gt

Longueur d'onde {en miétres) —_—
_____——_f__f_—_ﬁ_—_—_ —__—___‘—__‘———_

= Domaine du visible Smeeeemn
400 nm 500 nm 600 nm ?Go_nm

Longueyr d'onde {en nanométres |

Figure 2.1.1 : Caractérisation du spectre électgmétque.{)
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1.1.Spectroscopie UV/Visible

Le principe de la spectroscopie UV Visible repose la transition d’'un électron d’'un état
fondamental vers un état excité par excitation gracune interaction avec une onde
électromagnétique. Le passage d'un état électrenggun autre état électronique d’énergie
plus élevée nécessite I'absorption d’énergie sowsnd de photons. Le principe du
spectrometre UV/Visible consiste en une source mul@ deux lampes qui permettent un

continuum d’émission sur toute la gamme de longdéande UV Visible :
- Lampe au deutérium qui émet des longueurs d'onddsd a 400 nm (UV)
- Lampe au tungsténe qui émet des longueurs d’oreld®@ a 800 nm (Visible)

Un monochromateur permet de sélectionner les lamgud’'ondes et donc de faire un
balayage de la gamme en déplagant ce monochrombeefaisceau de photons a la longueur
d’'onde sélectionnée traverse un miroir qui synciseie mouvement du monochromateur,
puis le faisceau traverse I'échantillon et/ou l&ménce, puis un amplificateur permet de

comparer I'intensité en sortie par rapport a I'nmgiéé d’émission (voir figure 2.1.2).

Source polychromatique Cuve Détecteur Afficheur
Fente
. |
O—p . 0.024 A
‘ Monochromateur Echantillon ‘ Amplificateur

Figure 2.1.2 : Schéma de principe du spectrophdteniéV Visible.

Le spectre d’absorption ainsi obtenu est caraétdras un coefficient d’extinction molaire
pour chaque longueur d’onde. La loi de Beer-Lambierjue I'absorption est proportionnelle
a la concentration ¢ du produit et a la longukdiu chemin optique. Elle est décrite dans

I'équation.

A =logIT°= exlx*c Equation 8
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ou A est I'absorbance g I'intensité de la lumiére incidentel; I'intensité de la lumiére
sortante g le coefficient d’extinction molaire en L.mtm™; I le chemin optique en cntjla

concentration en mol.t
1.2. Spectroscopie infrarouge

L’infrarouge correspond a des rayonnements de kewmgd’'ondes supérieures a celles de la
lumiére visible et inférieures a celles du domanbmillimétrique. La partie infrarouge du
spectre électromagnétique se divise en 3 régioms thistinctes : le proche (13300 a 4000
cm?), le moyen (4000 & 450 ¢ et le lointain infrarouge (450 a 10 &n Lorsque la
longueur d'onde apportée par le faisceau luminstixasine de I'énergie de vibration de la
molécule, cette derniére va absorber le rayonneraemn enregistre une diminution de
l'intensité réfléchie ou transmise. Le domainearduge correspond au domaine d'énergie de
vibration des molécules. Toutes les vibrations nanént pas lieu a une absorption, cela
dépend aussi de la géométrie de la molécule etadicylier de sa symétrie. En effet, un
changement du moment dipolaire est nécessaire. Boer géométrie donnée on peut

déterminer les modes de vibration actifs en infugeograce a la théorie des Groupes.

Dans un modele trés simplifiée, la position de lz@sdes d'absorption dépend en particulier
de la difféerence d'électronégativité des atomeakedéur masse. Par conséquent a un matériau
de composition chimique et de structure donnéeespond un ensemble de bandes
d'absorption caractéristiques permettant d'idemtifie matériau. La lumiére excitatrice
provoque, pour chaque transition vibrationnelleg unultitude de transitions rotationnelles,
qui va donner au pic de transition vibrationnelédiure d’'une bande d’absorption. Pour une
molécule non linéaire formée de N atomes, 3N-6 rmaguemaux de vibration sont trouvés.

La fréquence d’oscillation d’'un mode de vibratic @éterminée par :

1 [k .
U= E\/% avec u = Ta Equation 9

Ma+my,
ol v est la fréquence en émk la constante de force en N.¢mu la masse réduite en kg

Un mode normal de vibration est actif en infrarowgjde moment dipolaire de transition
associée n'est pas nul. De nombreux modes de wmbrgteuvent étre observés en
spectroscopie infrarouge. On définit en fait 2 s/pde modes normaux de vibration
principaux : les déformations et les élongatiorar(figure 2.1.3). Les élongations mettent en

jeu la longueur de la liaison, les déformations ifeck I'angle de liaison2)
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Figure 2.1.3 : Modes normaux de vibratior8). (

1.2.1. Spectroscopie infrarouge a transformée de FouriedRTF)

Comparée aux techniques traditionnelles, l'intenféétrie est une méthode tres compétitive.
Toutes les fréquences de la source infrarougetssitées ensemble sans sélection préalable,
ce qui permet de capter le spectre entier en ntbime milliseconde. En spectrométrie IRTF,
le signal enregistré (interféerogramme) est obterfaide d’'un interféerométre de Michelson
dont un des miroirs subit une translation a vitessestante. L'interférogramme enregistré a
'aide d’'un seul balayage du miroir est constitignd combinaison complexe de sinusoides
de fréquences différentes et dont l'intensité estfion du signal recu pour la radiation. Un
traitement par transformée de Fourier conduit aectsp d’absorbance en fonction de la
fréquence (voir figure 2.1.4). Le principe de Thansmation de Fourier (TF) se base sur le fait
gue chaque fonction peut étre décomposée en unmeata fonctions sinusoidales, chaque
fonction sinusoidale étant définie par deux valesasfréquence ou longueur d’ondes et son
amplitude.

De par son principe, la spectrométrie IRTF autorigequisition rapide de spectres
extrémement précis. Un spectrometre par transfodadeourier ne décrit pas directement les

raies d'un spectre, mais les fréquences spatialestrgnscrivent ces raies, dans un
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interféerogramme. L'interférogrammnconclut ai spectre par une transformation de Fot

inverse (voir figure 2.1.4).

M1
|

d'une protéine
09
Scparatricc 06
Source

03 N ~
( :- M2 / S
ook’

0. |
1800 1600 1400 1200 1000

Abs

Nombre d'onde / cm™

Echantillon( || |

08 \merférugrammel

Détecteur

Intensité

0.0+ [‘

7500 7350 7200

Figure 2.1.4 Description du schéma d’un spectromeétre infraecigransformée de Foul.(3)
1.2.2. Réflexion Totale Atténuét (RTA)

Les échantillons peuvent étre étudiés en transomssu en réflexiorgrace a un appare

nommé RTA.

Lorsqu’un faisceau lumineux arrive a l'interfacetren2 milieux d’indice de réfraction tre
différents, il peut subir une réflexion internealet Ce phénoméne se produit lorsque la v
de I'angle du rayon incident est supérieure a utaceangle cdtique. Lorsque la réflexion ¢
produit, une partie de ce faisceau pénetre danglieu d’indice de réfraction le plus faib
avant de subir la réflexionc’est I'onde évanescentC’est cette onde évanescente qui
interagir avec les molécules étucs. Lors du passage dans le second milieu, une partia
lumiére incidente peut étre absorbée par un édlmanet donc le rayonéfléchi est moins
énergétique que le rayon incident. De cette maniedevient possible de réaliser un spe
d’absorption4) C’est I'une des techniques da spectroscopie irdrouge qui a le plu

évoluée ces derniéres années.

C’est une méthode d’analyse de sur (voir figure 2.1.5) L’épaisseur analysée dépend d

pénétration de 'onde évanescente dans I'échamtil@lle-ci peut aller de 0,5 a 5 pi
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Cela rend donc la Réflexion Totale Atténuée paliBcement intéressante pour I'analyse des
échantillons purs, puisque le risque de voir les paturés est trés faible. Elle permet enfin de
faire varier les conditions expérimentales pendizsmmesures et est également une technique
tres reproductible a condition de ne pas réclanes sensibilités tres importantes. La
profondeur de pénétration de 'onde évanescents Héohantillon est caractérisée par la

distance get décrit dans I'équation :

e
JZn(sinz 0-("?/n,))

d, = Equation 10

ol A est la longueur d'onde en @m n; lindice de réfraction interne n, celui de

I'échantillon ;0 I'angle d’incidence en radians

Onde évanescente

\ ~1 um

1]

KAARK

Lumiere IR Vers le détecteur

Figure 2.1.5 : Représentation schématique du prende la RTAJ)

1.2.3. Réflexion Totale Atténuée Exaltée de Surface (SEIR®)

Une application possible pour les mesures en RTAaeRéflexion Totale Atténuée Exaltée
de Surface ou SEIRAS.

L'effet SEIRAS (Surface-Enhanced Infrared AbsorptiSpectroscopy) a été découvert en
1980 6) bien apres la découverte de 'effet SERS (SurfadeaBced Raman Scattering).(
7) Cette technique a été utilisée car elle ne montctusivement que le signal des protéines
adsorbées avec une sensibilité de surface tree.[@aud) Il repose sur le principe d'une
molécule sur une surface de métal qui voit une aungation de son absorption en infrarouge

de 10 a 1000 fois plus intense que lorsqu’elletrpas sur ce métal.
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Cette exaltation dépend de la taille, de la forindecla densité des particules sur le film de
métal sélectionné. Depuis sa découverte, cet affété observé sur différents métaux. La
réflexion totale atténuée est exclusivement u#lig®,(10-12 mais cet effet peut aussi étre
observé en transmissioh3, 19 ou en réflexion externd.p) Le métal utilisé ici est I'or qui

est déposé sur une surface de Si grace a un reétalla pulvérisation cathodique. Les
molécules chimisorbées présentent une augmentatio importante que les molécules

physisorbés.

Le phénomene est encore en discussion aujourdthuli ®est toujours pas totalement
compris.( 6, 17 L’exaltation de surface semble reposer sur deéggamismes différents : le
mécanisme électromagnétique et chimidii.(19 Ces deux composantes sont présentes
dans I'équation qui décrit I'absorption en infrageu Le modeéle décrit par Osawa est utilisé
ici.(12, 20 De maniére générale en Infrarouge, I'absorbans&érit :

2 _

A a"/aQ.E a“/aQ 2|E|? cos 20 Equation 11

ou dw/dQ est la dérivée du moment dipolaire par rapport@ocdonnées normale&;est le

champ électrique qui excite la moléculkest I'angle entre ces deux composantes

La composante électromagnétique représentée parchlmp électrique permet un
accroissement du champ électrique local a la seu@y Le dépdbt d’un film sur la surface ne
se fait pas de maniére continue mais avec la foomae petits llots de métal ce qui implique

une surface non parfaite.

Ces petits ilots jouent un role tres important,effet ils sont polarisés par un champ de
photons incidents générant un champ électriqud latense. La molécule adsorbée induit
donc des dipbles supplémentaires sur ces petiis. iloest trés important de contréler la

déposition pour pouvoir avoir une exaltation déaste optimale.

La composante chimique est liée a un accroissechena dérivée du moment dipolaire a
cause des interactions chimiques entre la molé&tuéemeétal présents a la surface.

Concernant I'angle entre ces deux composanteauil $avoir que des molécules adsorbées

sont plus souvent orientées de facon spécifiqaesarface (voir figure 2.1.6).

55



Solution Film de
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infrarouge

Figure 2.1.6 Schéma expliquant le principe de la spectrosciofi@rouge par réflexion totale attén. (22)

Seuls certains modes seront donc exaltés, spémifignt ceux qui ont une compnte
dipolaire perpendiculairel)

Il faut noter que I'exaltation est 10 a 1000 foisins importante qu’avec SERS.

L’exaltation de surfacest obtenue en déposant un film métallique, typitgreg Au ou Ag, ¢
la surface du cristak@, 29

Cette technique permet de travailler avec des nmraes autoassemblées de thiols sui
surfaces en méta?h, 29 pour déterminr I'équilibre acidebase de ces monocouches
solution.@6, 27

1.3.Etude de protéines grace a la Spectroscopie infrange a transformée de Fourie
1.3.1. Les bandes Amide

L’infrarouge des protéines montre des bandes aescabisorptions spécifiques assocau
squelette peptidiqué_es bandes infrarou caractéristiques des protéines et des peptides

listées dans le tableau 2.lilly aneuf bandes Amide décrites.
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Bandes Longueur d’onde (€ Assignement

Amide A 3300-3250 Elongation (N-H)
Amide B ~3100 Elongation (N-H), en résonance awex d
harmoniques d’Amide
Amide | 1700-1600 80 % d’élongation (C=0); 10 %ldrgation (C-N);
10 %de déformatio (N-H)
Amide I 1575-1480 60 % de déformation (N-H) 40 %laingation (C-N)
Amide IlI 1330-1220 30 % de déformation (C-N); 30d#déformation

(N-H); 10 % d’élongation (C=0); 10 % de

déformation (O=C-N); mixés avec d’autres modes

Amide IV 767-625 40 % de déformation (O=C-N); 6Qd%utres modes
Amide V 800-630 Déformation hors du plan (N-H)

Amide VI 605-535 Déformation hors du plan (C=0)

Amide VI ~200 Torsion du squelette

Tableau 2.1.1 : Nom des bandes, longueur d’'ondesginements des bandes d’absorption en inframhuge

squelette peptidique des protéin28:31)

Une partie de notre étude se fait sur la bande Ahidui est la bande la plus intense et donc
la plus étudiée. Elle est composée a 80% par latim d’élongation de la liaison C=0 issue
de la liaison peptidique avec également une caritdb de la vibration de la liaison C-N, qui
augmente la hauteur des bandes. Cette bande seesiie 1700 et 1600 ¢mElle indique
clairement la structure secondaire de la protéineadse de sa sensibilité aux liaisons
Hydrogéne, a linteraction dipble-dipble et la gé&xne du squelette peptidiqued, 30
Ainsi, la forme et l'intensité sont directemenige$ a la structure secondaire de la protéine.

Elle est donc utilisée pour étudier la structurebselaire de la protéine.

Cependant, d’autres cofacteurs rentrent égalemenéele comme les acides aminés et les

héemes.

1.3.2. Les acides aminés — caractérisation infrarouge

Vingt acides aminés importants sont distingués.r leasse moyenne est de 0.1 kDa. Le
tableau présente la contribution individuelle desles aminés principaux présents dans les
protéines dont leur absorption est la plus intemee 180@t 1000 crit.
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Acide aminé Vibrations v(cm?) e (Mem™)

Asp -COOH 1716 280
-COO®>% 1574 380
-COO*™ 1402 256
1250 100-200
Glu -COOH 1712 220
-COO®>% 1560 470
-COO®™ 1404 316
1250 100-200
Arg -CNgH5>* 1673 420
-CN3H5>Y™ 1633 300
Lys -NH et 1629 130
-NHg"dehsym 1526 100
Asn -C=0 1678 310
-NH,™ 1622 160
Gln -C=0 1670 360
1687
-NHf 1610 220
1590
Tyr Ring, Tyr-OH 1612
Ring, Tyr-OH 1518 430
C-OH’ 1245 200
Ring, Tyr-O 1602 160
Ring, Tyr-O 1498 700
c-0° 1269 580
His Ring 1596 70
Phe Ring 1494 80
Trp 1455
1334
Pro Ring-N 1424
H-Ring-N 1456

Tableau 2.1.2 : Absorption d'une sélection de<tdé#ifits acides amines en infrarougealvec leur
coefficient d’absorption molaire) s : élongation, sym : symétrique, as : antisyiges, def :

déformation.B2)

1.3.3. Les hemes

Un heme est caractérisé par un centre métalliqusoawr d’'une porphyrine avec la présence
d'un groupe farnésyl et de propionates. Les polipegr qui sont des macrocycles
tétrapyrroliques aromatiques, sont des molécujas participent a de nombreux processus
biologiques sous leur forme métallées comme [I'hdoimge ou la myoglobine. Les

hémoprotéines utilisent une molécule prosthétidibéme, pour interagir avec des ligands

diatomiques et remplissent des fonctions esseggiethmme le transport d’électrons.
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1.3.3.1.Structure des différents hemes
Trois types d’hemes principaux sont distingués.

L’heme a est un cofacteur redox unique de la cytochranoxydase qui est vitale pour la
respiration aérobie. Il est constitué d’'un atomeFde en son cceur entouré d’'un ligand
macrocyclique appelé porphyrine. |l differe des bermb grace a deux modifications
chimiques.B3) Il a été isolé pour la premiére fois en 1951 @to Warburg. Il a montré qu'il
est un composant actif de la cytochromeoxydase34) La structure de I'heme se

caractérise par une chaine isopréne nommee fam@ganfigure 2.1.7).

HO

Acides °
— Propioniques A

Figure 2.1.7 : Structure chimique de 'héméd._es symboles sur les atomes de carbone de I'arp@@hyrine

sont indiqués.

L’hémoglobine ou la myoglobine sont des exemplesnudécules contenant un hérbe
Généralement, il est attaché a une apoprotéinaupariaison de coordination entre le fer
hémique et un acide aminé de la chaine latérglaréitipe au stockage de I'oxygéene dans
les tissus musculaires ainsi qu’a son transpars les mitochondrie85) La structure

se compose de deux chaines de type vinyle situges extrémités (voir figure 2.1.8).
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HO OH

Acides o
— Propioniques A

Figure 2.1.8 : Structure chimique de I'hélmd_es symboles sur les atomes de carbone de I'arp@ahyrine

sont indiqués.

L’heme c differe de I'hnémeb par le remplacement de ses deux chaines vinyled@ax
groupes thioéthers (voir figure 2.1.9). Tout comithemeb, I'hémec joue un rble dans les
réactions de transport d’électroi®®) La structure a été publiée, pour la premiére, fpa
K.G. Paul et al%6)

HO .
Acides 0

— Propioniques A

Figure 2.1.9 : Structure chimique de 'hémé.es symboles sur les atomes de carbone de I'arp@ghyrine

sont indiqués.
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Grace aux propriétés optiques de 'heme, la spextfme UV/Visible et Infrarouge donnent

de précieuses informations.
1.3.3.2.Caractérisation en UV/Visible

Pour 'UV/Visible, deux bandes sont mises en avaoir figure 2.1.10). Tout d’'abord la
bandey dite de Soret, située entre 380 et 450 nm, esiceaistique de I'aromaticité de la
molécule. Le maximum varie selon 'héme étud@ad).(Le coefficient d’extinction molaire de
la bande de la forme réduite est trés élegga@®M™.cm?). Puis, les bandesetf ou bandes
Q, qui sont au nombre de deux,(€ Q) dans le cas des hémes, sont situées entre Z80 et
nm. Leur coefficient d’extinction molaire est tréariable mais généralement plus faible que

celui de la bande de Soret-(0* M™.cm?). Leur intensité est dix & cent fois plus fait8&)(

[%2]
S Soret
—
o
B a
Q Q
T T T T T T T T T T T T 1
400 450 500 550 600 650 700

Longueur d'onde / nm

Figure 2.1.10 : Spectre UV/Visible du cytochrome pH 8 sous sa forme réduite aprés ajout de ditkide

sodium.

Ces deux bandes correspondent a des transitioctsodligues de type-n*. Elles dépendent
de I'état d’oxydation du Fer, des substituants gg@tiques, des ligands axiaux, de I'état de

coordination et des acides aminés vois88.(
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1.3.3.3.Caractérisation infrarouge

La nomenclature utilisée ici pour les modes desdseem infrarouge a été décrite par Spiro et

Li.(39) Les différentes vibrations qui existent pour dééérents hémes sont répertoriées dans
les tableaux 4.2.2 et 4.2.3.

Vibrations Vibrations Bande pour Bande pour Bande pour Nom
couplées un heme de un héme de un héme de
typea typeb typec
(cm™) (cm™) (cm™)
v(CaCm) 3(CaCmH) ou  1573-1553 1573-1553  1645-1593 vj;
3(CmxX)
v(CbCb) v(CaCm), 1538-1533 1570 Vag
v(NCa), 1570-1542 V3asxly
v(CaCm)¥™ v(NCa), 1481-1478  1481-1478  1478-1455 vsg
v(CbCb),
v(CaCb) 3 (CbX), 1406-1396 1406-1396  1406-1396 vy
v(NCa),
v(CaN) v(CaCb), 1387-1386 1393-1384 a1
3(CmX), 6
v(CmH) 3 CbX), 1244-1240 1244-1240 1262-1220 342
v(CaN),

Tableau 2.1.3: Bandes d’absorption infrarouge @esdsa (40),b (41) etc (42) avec X : Substituant des

porphyrinesy : élongationg : torsion.@32)

Vibrations Bande en ¢ Heémes
v(Ca=Cp) 1620, 1626, 1613 alb
5(=CHyp)* 1345, 1337 alb
v(CbCa) 1118 alb
5(=CHy)™ 1080 alb

Tableau 2.1.4 : Bandes d’absorption infrarougestéstituants vinyles pour les héngestb avecv : élongation,

3 : torsion, sym : symétrique, as : antisymétricg@. (

1.4. Prédiction de la structure secondaire gracela spectroscopie infrarouge

Quatre types de structure de complexité croissaxigtent pour caractériser une protéine.
Tout d’abord la structure primaire, elle est lawsEe des acides aminés qui forme une
chaine polypeptidique.
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La structure secondaire est caractérisée par ddgsnstructuraux (hélicex; feuillet B ;
aléatoire et boucles) dont la propriété princigedede stabiliser la structure de la protéine par
un caractere repétitif de liaisons Hydrogenes mtiéculaires (voir figure 2.1.11). Les
feuillets B reposent sur des liaisons hydrogénes en CO et Nkt da méme chaine
polypeptidique, ils imposent une conformation pladenc bidimensionnelle. Les brins
adjacents peuvent étre de méme sens (feuillet Ipi@)alou de sens opposé (feuillet
antiparallele). Le changement de direction du feufl est réalisé par un élément structural
commun appelé boucles. L'héliee est formée par I'enroulement régulier d'une chaine
polypeptidique sur elle-méme. Elle est stabiliseedes liaisons hydrogéne entre les groupes
NH et CO de la chaine principale : tous les COldtdd la chaine principale sont unis par des
liaisons non covalentes (liaisons faibles) desdias hydrogéne.

Ensuite la structure tertiaire qui se rapporte aebations dans l'espace des différentes
structures secondaires. Elle est maintenue palialesns (covalentes, Hydrogéne ...) entre

des acides aminés souvent tres éloignés sur laechamaire.

Enfin la structure quaternaire, qui n'existe querpes protéines qui contiennent plus d'une
chaine polypeptidique, présente un niveau suppleimend'organisation qui correspond a
'association spécifique de plusieurs chaines gaptes. La structure secondaire est la seule
étudiée dans cette thése. L'utilisation de la d&riseconde pour déterminer la structure
secondaire de la protéine est la méthode la plusaoament utilisée. La position des pics est
donnée par le maximum de chaque pic négatif isslad#erivée seconde. Cependant, la
dérivation ne conserve pas laire de chaque commpesindividuelle. Une procédure
d'ajustement de courbe peut étre appliguée powguleal guantitativement la superficie de
chaque composante représentant un type de strisgcoedaire en se basant sur le maximum
de chaque pic négatif originaire de la dérivée seed3-49 La structure secondaire est
étudiée uniquement sur la bande Amide I. Plus réoemh, El Khoury et al. ont analysé la
spécificité de la bande Amide VI pour les diffésemypes de structure secondaire dans la
région spectrale comprise entre 590 et 490.(4)
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Figure 2.1.11 : Représentation de différents élésnissus de la structure secondaire.

H,0 (cm?) D,O (cmiY) Assignement
1624-1642 1624-1637 Feuilldis
1648 1645 Aléatoire
1656 1653 Hélices
1663 1641 Hélices:3
1667-1685 1663-1671 et 1683-1694 Boucles
1691-1696 1675 Feuillefs

Tableau 2.1.5 : Assignements des éléments deuletiste secondaire des protéines par la déconvoldgéda
bande Amide | en infrarouge en® (48, 49 et en DO.(43, 45

Le tableau 2.1.5 découle de la comparaison dequitssistructures cristallines aux rayons X a

haute résolution pour établir une corrélation ené® difféerentes bandes et les spectres

obtenus %0)

1.5.Electrochimie

La cellule électrochimique utilisée ici repose sur systeme a trois €électrodes (voir figure

2.1.12) : une électrode de travail, une électragedterence et une contre-électrode.

Un montage comprenant seulement deux électrodpemeet pas de contrdler précisément la

tension a leurs bornes en présence d’'un courantriang les traversant. Le role de la

troisieme électrode ou contre-électrode est de @trenle passage du courant traversant

I'électrode de travail, sans passer par I'électbeleéférence.
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Ainsi I'électrode de référence n’est pas polariséé& portion de circuit entre I'électrode de
travail et la référence ne contribue que faiblenzetst chute ohmique due a la résistance non

nulle de la solution électrolytique.

Potentiostat

TolOT

WE Ref CHE

Figure 2.1.12 : Représentation schématique d’utéByes a trois électrodes. WE représente I'électdedavail,
Ref I'électrode de référence et CE la contre-ébeletr Le potentiel est contrdlé entre la WE et ladRend le
courant est contr6lé entre la WE et la GE.(

1.5.1. Cyclovoltammeétrie

La voltampérométrie cycliqgue est basée sur la needur courant résultant d’un balayage
lineaire de potentiel entre des limitesyEet Ky, La programmation en potentiel est
triangulaire et une vitesse de balayage v=dE/dingsbsee. Le résultat obtenu est une courbe
i=f(E). Plusieurs cycles consécutifs peuvent étxécatés, chacun étant représenté par un
tracé du courant enregistré en fonction du poteagipliqué, appelé voltampérogramme (voir

figure 2.1.13).
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Figure 2.1.13 : Principe de la variation de potrgh voltampérométrie cyclique.
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Le courant total mesuré est la somme de deux ctauealinterface électrode/solution : un
courant capacitif lié a I'existence de la doubledme électrochimique et un courant faradique
dd a la réaction d’oxydoréduction et relié par liétjon :

L . d d
l=lc+lf=&+&

= T Equation 12

oui est le courant total en AgetQ. le courant et la charge capacitif en A et enif&t Qs le

courant et la charge faradique en A et ert & temps en s

Le courant faradique varie avec la concentrationl'espéce électroactive et l'aire de
I'électrode. Pour éliminer son influence, le cotirast normalisé par rapport a l'aire de
I'électrode et présenté sous la forme d'une dedsitburant :

j= L Equation 13

a

Cette technique permet d’obtenir des voltampérogramtout a fait caractéristiques de la
réaction qui se produit. Pour la figure 2.1.14yddtampérogramme a gauche correspond a
une espéce adsorbée a I'électrode et a droite aspexe dissoute donc en solution. Notre but
est d’avoir un voltampérogramme totalement symedriaui est caractéristique d’'une espece
adsorbée, eéchangeant réversiblement et rapideresréléctrons. Il faut également noter que
le voltampérogramme d’une protéine est généralenddfitile a obtenir du moins en
solution. En effet, la raison principale est letéac d’orientation de la protéine, elle ne
s’oriente pas de maniére uniforme sur la surface demaniere aléatoire. Un autre probleme
est également l'accessibilité du centre actif dprt@éine, qui est au cceur de la protéine, est
donc non accessible sans médiateurs. Il ne fautopatier que la vitesse de transfert
d’électrons de la protéine est plus faible quduia petite vitesse de balayage.

De ces graphiques, le potentiel de demi-vagieod potentiel redox est extrait. Il se calcule

de la maniére suivante :

E,+ER
2

Ei= Equation 14

ou Eo etEr les potentiels anodiques et cathodiques en V.
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a) b)

Courant
Courant

Potentiel Potentiel

Figure 2.1.14 : Cyclovoltammogrammes caractéristiduine espéce : a) adsorbée a la surface b) etiosol

Le taux de couverturE est également calculé une fois la protéine adsoélé surface. Il se
définit par le nombre de molécules adsorbées ssurface divisé par le nombre de molécules

sur une surface d’or polycristalline. La formuldisée est la suivante :
=— Equation 15

avec

— Qo

= Equation 16
390

ou Q est la charge obtenue par intégration du pic cidioe ou anodique en C divisée par la
vitesse de balayagen est le nombre d’électrons échangés ;la charge d'une mole
d’électrons en CA l'aire de la surface polycristalline aprés dépés¢ danoparticules en cm? ;
Qo est la charge obtenue par intégration du pic deéthuction de I'Au-O obtenu sur
I'électrode polycristalline :390 pC.cn est la constante pour une monocouche d’oxyde
chimisorbée sur une surface d’or polycristallifé)(

1.5.2. La spectroscopie différentielle : la cellule OTTLE

Le spectre d'absorbance des protéines peut donasrimformations sur la structure
secondaire de la protéine, mais aussi sur les itm¥ctde cette protéine. Or, les spectres
d’absorbance des protéines pour deux états diter@tats redox dans le cas de la chaine

respiratoire) sont presque indissociables a I'ee{jvoir figure 2.1.15).
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Figure 2.1.15 : Spectre d’absorbance en infraraugeytochrome oxydase d®. denitrificansa pH 8 dans sa
forme oxydée (en bleu) et dans sa forme réduitedege). Les deux spectres sont décalés pour uitieune

lisibilité.

Dans le but d’obtenir un apercu du mécanisme dertd€ine grace a la spectroscopie
infrarouge, une technique spectroscopique difféebata été développée pour visualiser les
changements qui ont lieu pendant la réaction gedgéine. Le principe est d’appliquer, d’'une
part un potentiel oxydant pour avoir la forme oxydde la protéine puis d'autre part
d’appliquer un potentiel réducteur pour obtenifdame réduite. Des spectres différentiels en
absorbance (oxydé moiméduit) sont donc obtenus. Il faut noter que latiéa du systéme

doit étre réversible. D'autres techniques fontriveeir les spectres différentiels comme les
spectres différentiels induits par la lumies@)( Cependant, la technique du spectre
différentiel en absorbance est celle qui permetraagleure compréhension de la dynamique

des réactions électrochimiques.

Cette technique a été réalisée dans une cellur@dimique nommée OTTLE (Optically
Transparent Thin-Layer Electrochemical cell). déppke dans les années 93)(et adaptée

par I'équipe du Pr.Petra Hellwig aux protéines meaméires (voir figure 2.1.1654)
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a. Fenétre CaRtransparente

b. Plexiglas

c. PVC

d. Contre électrode en Pt

e. Electrode de travail en or de 4

f. Joint

g. Electrode de Référencde typeAg/AgCI
3M KCI

Figure 2.116 : Représentation schématique de la cellule OTTLE.

La cellule comprend un corps en PVC (c) avec quaiteces. L'électrode de travail en or
est reliée a la premiérentrée grace a une piece en Pt, la contre élecesddirectemer
connectée a la secondatrée sans contact avec I'électrode de travaill@)roisieme entré
est la connexion de I'électrode de référence Enfin, la derniére entrée permet
rempissage de tampon dans la cellule. L'ensemble esitemau entre deux fenétres de ¢
transparentes (a) fixées sur un support en plexiglp Les joints (f) assurent I'étanchéie
la cellule. Apres montage, I'épaisseur obtenue est de l'orérés ch 10um ce qui permet

d’éviter la forte absorption de I'et

Le signal différentiel représer le total des changements moléculaires concomitarés les
réactions redox comme les changements conformaismu les redistributions des char
dans les sitesa$ cofacteurs. Le signal reflete donc la réorgéinisales hemes, du squele
polypeptidique et des chaines latérales d’acidesemmors du transfert d’électrons. plus,
le transfert de protons couplés aux processus rpdok étre attendu dans ceectre (voir
figure 2.1.17) Plusieurs régions peuvent étre mises en : entre 1750 et 1700 ¢* qui
correspond a la protonatia®protonation des différents acides aminés, erg8® et 162(
cm* pour la bande Amide I, entre 1560 et 152(* pour labande Amide Il et entre 1200
1000 cn pour la contribution du tampo

Cependant, ces spectres différentiels autorisest adsignements plus précis en utilis

diverses méthodes pour compléter les différentaslasions.
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Par exemple, la mutation spécifique d’'un acide @nmouant un role, par exemple, dans le
transfert de protons est envisageable. La commar&istre la forme native et le mutant donne
des indications cruciales pour déterminer |'acideing responsable de la réaction de
protonation.$5) Un marquage isotopique d'un acide aminé est aessisageable pour

pouvoir déterminer avec précision le signal sp@uadid’une vibration§6) Enfin un échange

H-D (54) des protons labiles est possible, provoquantéptagdement de la bande Amide 1l et
la création d’une bande Amide II' et donc un changet dans les vibrations du squelette. En
effet, I'echange H-D peut apporter des informatisos la localisation des acides aminés
impliqués dans la réaction des protéines. La méthexd particulierement efficace pour les

résidus d’acides aminés protonés comme l'acide tigpa et le Glutamique.

0,002

Oxydé moins réduit

0,001

AAbsorbance

-0,001

-0,002

0,008 4————r-+F—""FT"—""—"F"—"—F——7——T7
1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000

Nombre d'onde / cm™

Figure 2.1.17 : Spectre différentiel infrarouge d@&ymoins réduit du cytochroneeoxydase d€. denitrificansa
pH 8. Les signaux positifs en bleu représenteptdéine dans son état oxydée et les signaux rfiegatrouge

la protéine dans son état rédu. (

1.5.3. Théorie de Laviron

Pour obtenir des informations sur la cinétiquerdadfert électronique des espéces adsorbées,
il est important d’étudier la théorie de E. Lavir®?) Il a développé un modéle théorique
considérant le transfert de charges des espécesodldives adsorbées dans la limite de

faibles perturbations alternatives.
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Pour des especes électroactives présentant un cdement d’'adsorption de Langmuir,
limpédance faradique est représentée par une c@isbin en série d’une résistance faradique

et d’'une capacité faradique. Le courant peut &fmidpar une fonction sans dimensiob7)

¥ = (; =m[(To —Tpn~%— (T = Tr)n' %] Equation 17

F2\ _,
ﬁ)n VAI'T

ou y est le courant en AFE la charge d’'une mole d’électrons en R ja constante des gaz
parfaits en J.K.mol*; T la température en Kn le nombre d’électron échangé la vitesse
de balayage en V’s A l'aire en cm? I't la somme constantem est défini par I'équation ;
I', etI'r sont les concentrations de surface de I'oxydadue€ducteur en mol.céy n donne
le rapport de I'excés superficiel de la forme oxydtla forme réduite de I'espéce adsorhée ;

une constante.

avec m= (ﬂ) * ( i ) Equation 18

F n*v

ouk est le taux de transfert d'électrons &n s

De cette équation, k est extrait pour obtenir tanide suivante en admettant que0,5 : 67)

m*n*xv*F
RT

k= Equation 19

ol n=1; T=298°K ; R=8.314 J.K.mol; v est la vitesse de balayage en\/.$=96320

C.mofl*

m est déterminé par la séparation entre les picka derme oxydé et réduit en prenant la
valeur trouvée dans le tableau 2.1.6. Plus la eotestde transfert d’électrons est élevée, plus
les pics sont proches et plus le centre actif esthe et donc accessible, ce qui donne des
informations précieuses sur l'efficacité de la nficdtion.
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1 0,5 0,75 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4

NAE,(mV) | 18,8 27 34,8 48,8 61,2 72,2 82,4 91,8 100,6

1 5 6 7 8 9 10 11 12 13

NAE,(mV) | 116,2 130 142,4  153,8 164 173,4 182 190 197,6

Tableau 2.1.6 : Valeur de 1/m par rapport a laéd#fice de potentiels entre les pics oxydés etteddui

Pour chaque vitesse de balayage, la différencetmfiel entre les pics oxydées et réduits est
cherchée. La valeur de 1/m est alors déduite. Haficourbe de la vitesse de balayage par
rapport & 1/m est tracée. La formule devient alors

=k Equation 20

La courbe trouvée est considérée comme une dragsapt par l'origine. Le coefficient

directeur de la courbe est alors :

nxF 1
* —
RT k

Equation 21

La seule inconnue ici est le coefficient k. Il dshc extrait.

Il est important de souligner que cette méthodestnialable que pour des vitesses de

balayage élevées (supérieures & 0,5\V.s
1.5.4. Calcul de la largeur a mi-hauteur (LMH)

La largeur a mi-hauteur se mesure entre les deleunsaextrémes du pic et est égale a la
moitié de la valeur maximale. Elle est mesuréewesieément pour le pic cathodique a une
vitesse de balayage de 0.1 V.®ans le cas des espéces redox homogénes imréebiksir

la surface et qui mettent en jeu un processusrétdgtimique réversible, la largeur a mi-
hauteur est égale a 90.6 n®B) Une valeur plus grande suggére une orientation plus
aléatoire de la protéine sur la surface et donutdiotion d’un potentiel formel. Le potentiel

formel est le potentiel obtenu dans les conditexyErimentalessQ)
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Chapitre 11 :
Matériels &
Méthodes



1. Préparation des échantillons
1.1. Echantillons de cytochromec oxydase de typdas

Le cytochromebas de T.thermophilusest préparé dans le laboratoire du Pr. James &. Fe
(Department of Molecular Biology, The Scripps Reskalnstitute, La Jolla, California,
USA). Pour I'électrochimie en moyen infrarouge platéine est transférée dans un tampon
phosphate (Kpi) 50mM contenant 100 mM de KCI, catireotre sel de fond et avec 0.05 % de
DDM (n—-Dodecyl8—maltoside) a pH 6.4, 7.5, 8 et 8.5. Le changententampon et la
concentration de la protéine se sont effectués dandispositif d’ultrafiltration Microcon
(Millipore, Billerica, MA 01821, USA) de 0.5 mL avec un seudl doupure a 50 kDa dans
une centrifuge 5804 R (Eppendorf, Le Pecq, Fraacg)°C. La protéine est lavée plusieurs
fois avec le tampon choisi a une vitesse de 50@tirtrpendant 40 min. La concentration de
la protéine est estimée en UV/Visible entre 80@@ nm. La protéine étant dans un état
oxydeé, du dithionite de sodium (p&0O,.2H,O) est alors ajoutée pour obtenir sa réduction.
La différence de la bande a 560 nm (forme réduitgins celle a 590 nm (forme oxydée) avec
Ags60-500 nm= 26 mM*cm* donne une indication de la concentration approtiraade la
protéine.l) Les valeurs trouvées sont typiquement de I'ocr® mM. Pour I'étude avec les
nanoparticules, la protéine est lavée 8 fois carsé@mment avec un tampon phosphate 50
mM a pH 6.4, 7.5, 8 et 8.5 suivant la méme procg&djure précédemment, sans mesurer la

concentration finale de la protéine.
1.2. Echantillons de cytochromecss; et ¢c;

Le cytochromecss; et le cytochromes; de T.thermophilussont préparées par le Pr. Bernd
Ludwig (Institute of Biochemistry, Molecular Geredtj Biocenter Goethe-Universitat,

Frankfurt, Germany). Pour I'électrochimie en moyafrarouge, un tampon phosphate 50
mM a pH 8 avec 100 mM de KCI, qui est notre sefated, est utilisé. Les protéines sont
concentrées avec un dispositif d’ultrafiltrationeawun seuil de coupure a 10 kDa. Comme
précédemment la détermination de la concentraiola ¢rotéine s’obtient en soustrayant une
bande de la forme réduite a une bande de la foxyeée. Pour l&ss; la bande a 552 nm est

utilisée Aessanm(réduite)s520m(oxydésr 21 mMM'emi!) (2) et pour lec; & 551 NMAessageduite).

540nm(oxydeej= 19.2 mM'cm? .3

Les coefficients sont plus faibles que ceux deseautytochromes issus d’autres organismes.
Les concentrations trouvées sont de I'ordre de 2 polt lecss, et de 5 mM pour le;. Pour

I'étude avec les nanoparticules, le tampon utéstphosphate 50 mM a pH 8.
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1.3. Echantillons de laccase

La laccase de l'organisnigacillus subtilisprovient du laboratoire du Pr. Andrew Griffiths
(U.M.R. 7006, ISIS, Strasbourg, France). Cette daecest préparée dans un tampon
phosphate 50 mM, a pH 8 pour permettre I'étude &aoanoparticules.

1.4.Echantillons de cytochromec de coeur de boeuf

Le cytochromee de coeur de beeuf (Sigma Aldrich, St Louis, Missdu8A) est préparé dans

un tampon phosphate 50 mM a pH 8. La concentratitiisée pour I'étude avec les

nanoparticules est de I'ordre de 0.1 mM.
1.5. Préparation des nanoparticules

La spectroscopie UV/Visible est utilisée pour ddiieer la taille moyenne des nanoparticules
mesurée a partir de la bande plasmonique situége 52t nm. Le rapport se fait entre
'absorbance maximale pour la bande plasmoniqua kgne de base A/Ass0). La valeur
obtenue est alors comparée a celle des ta#jleBrf fait, le hom complet est la bande
plasmonique localisée. Cette bande, qui absorbe Bawisible, est liée a la présence de
plasmons qui sont dus a des oscillations collestdes électrons de conduction de haute
densité. Elle dépend de la taille des nanoparscuoiais également de la fonction diélectrique
et du milieu environnant de la nanoparticule. Casplon se caractérise par une excitation
localisée du plasmon d’électrons a l'intérieur aesoparticules. Pour des nanoparticules
d’'une taille inférieure & 5 nm, cette bande n'em$ présente en raison de la réduction du

chemin des électron§,(6)

Les nanoparticules fonctionnalisées avec du cilatsodium sont synthétisées par Thomas
Meyer (Stagiaire M2) suivant la procédure initiéa purkevitch en 19517 et affinée par
Frens en 19728] Une solution de HAuGldans de I'eau milliQ est portée a ébullition puis
une solution aqueuse de citrate de sodium estégola température a été maintenue pendant
15 min puis la solution est refroidie a températamabiante. Les nanoparticules ainsi
obtenues sont concentrées par centrifugation a0L@@@in pendant 30 min et redispersées
dans 1 % de son volume initial. Des nanoparticdese taille de 15 nm sont donc

synthétisées.

Pour les nanoparticules fonctionnalisées avecatadé thioctique, une procédure différente

est utilisée par Thomas Meyéilles sont synthétisées selon la méthode de Balsfin.(9)
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Il s’agit d’'une technique a froid qui nécessiteagent de transfert de phase afin de transférer
les ions Ad* de la phase aqueuse vers la phase organiqueelans de pouvoir les réduire
avec NaBH en présence du ligand désiré. Une solution aquéi$®AuCl, est agité pendant
30 minutes avec une solution de TOABr dans du twué acide-te-lipoique ou acide
thioctique est ajouté lorsque le sel d’or est tigmésvers la phase organique. La solution
diphasique obtenue est agitée 30 minutes a tenupérambiante, avant d’étre refroidie dans
un bain eau/glace. Une solution de NaBi#dt ensuite ajoutée a la solution et le mélange es
agité pendant 3 heures a 3 °C. Les phases soneés8pzar extraction et la phase aqueuse de
couleur rouge est conservée. Des nanoparticulesedaille inférieure a 2 nm sont donc

obtenues a cause de I'absence de la bande plasmeandJV/Visible.
1.6. Préparation de I'électrode

L’électrode d’or polycristalline de diamétre 2 mst e’abord polie manuellement avec une
poudre d’alumine de taille 1 et 0.05 pm puis pagegwlant 15 min dans un bain d'ultrasons.
Cette électrode est activée en la plongeant daessotution de BBO, a 0.1 M et en
maintenant un potentiel de +2.0 V pendant 5 s,50\ pendant 10 s puis par
voltampérométrie cyclique de -0.35 V & 1.5 V ensdat 100 scans a 4 ‘lsUn
voltampérogramme final est alors pris entre -0.38 V.5 V & 0.1 V:§ pour étre comparé a
celui d'une surface d'or polycristallin@@ Le voltampérogramme de la figure 3.1.1 se
caractérise par un pic d’oxydation situé a 1.2 Yatun pic de réduction de 'Au-O a 0.9 V
La surface réelle de I'électrode (ou aire microsgo@) a été estimée par I'intégration du pic
de réduction de I'Au-O & 0.9 V en prenant commewaB90 pC.cf pour une monocouche
d’oxyde chimisorbée sur une surface d’or polycliiste.(11) Tous les potentiels sont pris par

rapport a une électrode de référence de type AQ/ANCKCI.

Immédiatement apres le nettoyage, la surface e$teeéet une goutte des nanoparticules
stabilisées avec du citrate de sodium est dépasda surface de I'électrode et séchée a l'air
ambiant. Deux autres dépdts sont faits. L'électresteensuite plongée dans une solution de
H,SO, & 0.1 M et un voltampérogramme est fait entre50/3a 1.5 V & 0.1 V§jusqua
stabilisation du signal et la nouvelle surface dést estimée par intégration du pic de
réduction de I'Au-O. Enfin, I'électrode est immeegg@endant une nuit, soit dans une solution
de DTSP (dithiobis (succinimidyle propionate)) dales diméthylsulfoxyde pour une
concentration finale de 2 mM, soit dans une sotutde 1 mM dhexanethiol et 6-

mercaptohexan-1-ol dans I'éthanol (ratio 1:1).
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Apres avoir rincé I'électrode avec du tampon, 2de_protéine est déposee sur I'électrode

pendant 8 a 10 h a 4 °C. Finalement I'électroddaese plusieurs fois avec du tampon

1,2

Courant / pA

-0,5 0,0 0,5 1,0 15

Potentiel / V vs Ag/AgCI 3M KCI

Figure 3.1.1 : Voltampérogramme de I'électrode giolycristalline nue a une vitesse de balayage He&/Gs*
(dans HSQ, 0.1 M).

Pour les nanopatrticules fonctionnalisées avecatgdé thioctique, le protocole est différent.
L’électrode est tout d’abord trempée pendant 24aimsdine solution de 1 mM de biphényl-
4,4-dithiol dans [I'éthanol avant d'étre replonggendant 24 h dans la solution de
nanoparticules d’or. Apres avoir rincé I'électrodeec du tampon, 2 uL de protéine est
déposée sur I'électrode avec la méme procédurergaédemment.

1.7.Etude en TEM (Transmission Electron Microscopy)

Pour les mesures en TEM, une solution de cytochmmde concentration 0.05 mM dans un
tampon phosphate 50 mM a pH 8 est préparée danslla@st ajoutée un excés de DTSP. Le
mélange est alors vigoureusement agité pour 3 seéude’C. L'exces du modifiant est enlevé
par centrifugation et 1 pL de nanoparticules d'étéaajouté. Le meélange est de nouveau agité
pour 3 heures et centrifugé pour 10 min pour emléesceés de protéines. Par la suite, le
surnageant est retiré et les nanoparticules déxigitées sont redispersées dans un tampon
phosphate 50 mM a pH 8. La centrifugation est deveau répétée. 5 pL de la solution sont
déposés sur une grille de cuivre de taille 400 meshr pouvoir observer les protéines, 5 pL
d'acétate d'uranyle sont ajoutés. Le microscopeéutest un CM 12 (Philips, Pays-Bas)
utilisant une tension accélératrice des électren$2d kV.
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Les images des nanoparticules fonctionnalisées duedtrate du sodium et celles avec la
protéine immobilisée sont réalisées et analysée<hastian Blanck et Marc Schmutz de
I'Institut Charles Sadron (Strasbourg, France).
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2. Etudes spectroscopiques

2.1. Eléments optiques pour les mesures en infrarouge

Le choix des éléments optiques est primordial pdfectuer des mesures en absorbance en

moyen infrarouge. Ces différents éléments sorddigans le tableau 3.2.1.

MIR
Source Globar
Gamme de fréquence 4000-800tm
Séparatrice KBr
Détecteur MCT
Nombre de scans 256
Vitesse de scans 20 kHz
Fenétres Caf-diamant et Si (ATR)

Tableau 3.2.1 : Vue d’ensemble des éléments opgtipaer la gamme d’infrarouge utilisée.

Les mesures en spectroélectrochimie sont faites ave/ERTEX 70 de chez Bruker Optics
(Karlsruhe, Allemagne) de 4000 a 1000 tran utilisant un détecteur MCT (Mercury
Cadmium Telluride) refroidi a I'azote liquide eteusource Globar. Typiquement 256 scans
sont enregistrés avec une résolution de #'.ches fenétres utilisées sont du GgRorth
Kristalle GMBH, Allemagne). Pour les mesures en RTé&s mémes parametres sont
appligués pour le moyen infrarouge en utilisancristal de diamant ou un cristal de Si pour

les mesures en SEIRAS. Tous les spectrometrepaayis avec de l'air sec.
2.2.UV/Visible

Les difféerents spectres présents ici sont enrégistvec I'aide d’'un spectrometre Varian Cary
Scan 300 (Agilent Technologies, Santa Clara, USA).

Les spectres en absorbance utilisés pour déterrfaneoncentration des échantillons sont
faits avec des cuvettes en quartz (Helma) d’'unguear de 1 cm. Les spectres différentiels
en UV/Visible sont réalisés avec la cellule OTTLE & méme appareil.

Dans la cellule OTTLE, les fenétres utilisées sied fenétres de Cale 4 um de chemin
optique. Pour déterminer les potentiels de demisgagévolution de la bande de Soret et de
la bandea durant la titration oxydative est suivie. Pour umeilleure équilibration, des

médiateurs sont rajoutés. Les données sont cakeetdtre 200 et 800 nm a 8 °C.

82



Trois scans sont moyennés pour chaque potentigdotentiel de départ est -500 mV jusqu’a
500 mV avec des pas de 25 mV pour un temps d’'@geitjui varie selon la protéine étudiée.
La valeur des absorbancesrsuspotentiel appliguée a une longueur d’onde donrsie e
ensuite effectuée. L'analyse de ce graphigue s@face a une équation de type Nernst, d’ou
un potentiel de demi-vague est tiré :

Alp) = Y —Amex__ Equation 22

1+e P EmRT

ou Anax €st le changement maximum en absorbamcest le potentiel appliqué en \E;, est
le potentiel de demi-vague du groupe rédox actifcofacteur en V n est le nombre
d’électrons transférés (peut varier de 0,8 aR)est la constante de Faraday enFCest la
constante universelle des gaz parfaits en J:iddl; T est la température & laquelle s'est
effectuée I'expérience en K.

Ce potentiel de demi-vague est, en fait, le padéptur lequel la moitié des centres redox est
réduit.

2.3. Réflexion Totale Atténuée Exaltée de Surface

L'utilisation de la Réflexion Totale Atténuée magmit les avantages de cette technidii®.(
L’amélioration est assez forte pour obtenir dessps a partir seulement d’'une monocouche

de protéines.

Les mesures sont effectuées avec un cristal de dsiifiln avec une surface d'or d'une
épaisseur de 20 nm déposeée a I'aide d’'un métall{seurant 30 A, pression d’Argon de 0.06
mbar, temps de dépbt 10 minutes) (Cressington 10®,ANatford WD19 4BX, England
UK). Cette méthode permet de caractériser la serrfatitenue sur I'électrode par dépobts
successifs et ainsi de confirmer que les voltangr@arames obtenus sont bien ceux de la
protéine et donc que la protéine est adsorbéesurface. La modification de surface est
effectuée dans le méme ordre que celle effectuéel' @ectrode. La durée du dépbt
correspond au temps de séchage de la goutte. ifecatbon de I'attachement est faite en

refaisant un spectre en lavant la surface aveaaist utilisé.
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2.4.Détermination de la structure secondaire

La structure secondaire des différents cytochroesésléterminée a partir de la bande Amide
| qui se situe entre 1700 et 1600 tnta position de la vibration C=0O, majoritaire ddas
bande Amide |, dépend des liaisons Hydrogéne et dim la structure secondaire. Une
régression est alors réalisée en utilisant un mgélate bandes Gaussienne et Lorentzienne
grace au programme Peakfit (Systat Software, Sag, Joalifornie, USA). Les parametres
utilisés sont originaires de la dérivée secondmégtde la bande Amide I. Chaque bande, qui
résulte de la régression, peut étre assignée &udatige secondaire en se basant sur la

fréequence de la bande obtent8:15

L'aire de chaque bande donne alors le pourcentagehdque élément structural. L'erreur
standard de ces calculs est de l'ordre de 10 %.sdppose enfin que les coefficients

d’extinction molaire sont égaux pour tous les élétmnele la structure secondail&{15

2.5. Electrochimie

2.5.1. Spectroélectrochimie

La spectroélectrochimie effectuée pendant cetteetlegt effectuée grace a la cellule OTTLE,
elle repose sur un systéme a 3 électrodes. Un&atlecde référence de type Ag/AgCl 3M
KCI avec un potentiel de -208 mV par rapport a IHEMst utilisée. Tous les potentiels sont
référencés par rapport a une référence de typegkgJ/BM KCI. La contre électrode consiste
en un fil de platine. L’électrode de travail eseugrille en or d'une épaisseur de 4 a 6 um
(55% transmission, 35x35 um, Precision EformingwN&ork, USA) et le potentiel appliqué

sur I'électrode de travail est contr6lé par un pbtestat fait maison.
2.5.2. Electrochimie classique

Dans le cas de I'électrochimie classique, un systantrois électrodes est également utilisé.
Comme précédemment, I'électrode de référence esypmie Ag/AgCl 3M KCI et le fil de
platine est la contre électrode. L’électrode dedilaest une électrode en or polycristalline de
diametre 2 mm, son potentiel est contrélé par utemimstat VersaSTAT 4 (Princeton
Applied Research, Metek, Tennesse, USA).

Pour éviter une dénaturation des protéines utsiserant la spectroélectrochimie, il est

important de modifier chimiquement la surface en or
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Deux modifiants la cystéamine hydrochlorate et itlac 3-mercaptopropionique a une
concentration de 2 mM sont utilisés. L'électrodemsngé dans ces 2 modifiants pendant 20
min a température ambiante puis rincé avec de MiliQ avant d’étre déposé sur la fenétre
de Cak; (voir figure 3.2.1).

0 OH 0 OH 0 OH
H,N H,N

Figure 3.2.1 : Schéma de la grille d’or modifiér (euge : acide 3-mercaptopropionique ; en noyisté&amine

hydrochlorate ; en jaune : la grille d’or).

Cependant, des protéines sont souvent tres grahaizsms beaucoup de cas le centre actif est
enfoui tres profondément a lintérieur. Le transfé€lectron entre I'électrode et le centre
actif décroit de facon exponentielle avec la distarce transfert est donc trés lent. Pour
I'améliorer, I'utilisation de médiateurs est prirdale.

Pour la spectroélectrochimie, un cocktail de 19 iatédrs est ajouté a chaque échantillon de
protéine. Les médiateurs ont été choisis de fagéquate pour couvrir un potentiel de -600 a
+600 mV vs. Ag/AgCl 3M KCI et qui répond aux gammues potentiels pour les protéines
étudiées (voir tableau 3.2.2). Ces médiateurs nataoncentration finale de 13 uM, ils n'ont
donc aucune contribution dans les différents spsctta concentration moyenne de nos

protéines est de 2 mM.
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Produits & (mV) Solvant
vs. Ag/AgCl 3M KCI
(Ferrocenylméthyle)triméthylammonium +607 Ethanol
iodide
Acide 1,1'-ferrocéne dicarboxylique +436 Ethanol
Potassiumhexacyanoferrate(ll) trinydraté +212 Eau
1,1’-diméthylferrocene +133 Ethanol
Quinhydrone +70 Ethanol
Tetrachloro—-1,4-benzoquinone +72 Acétone
N,N,N’,N'-tétraméthyl-p—phénylenediamine +62 Eau
2,6—dichlorophenolindophenol sel de sodium +9 Edhan
Hexaammineruthenium(lll)chlorure -8 Eau
Acide Anthraquinone sulfonique —2- sodium -23 Eau
1,4-naphthoquinone hydraté -63 Ethanol
Anthraquinone -108 Ethanol
5-hydroxy-1,4—-naphtoquinone -158 Ethanol
Duroquinone -198 Ethanol
Ménadione -220 Acétone
2-hydroxyl-1,4 naphthoquinone -333 Ethanol
Acide 9,10—-antraquinone-2,6—disulfonique -433 Edban
Rouge Neutre -515 Ethanol
Méthyl viologéene dichloride hydraté -628 Eau

Tableau 3.2.2 : Liste des 19 médiateurs utiliséélectrochimie ainsi que leurs potentiels de deague

respectifs.16)
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Chapitre IV : Etude de
I'influence du pH sur la
cytochromec oxydase de
type baz de Thermus

thermophilus



1. Introduction

Le cytochromebas de T. thermophilusest la plus petite cytochroneeoxydase connue. Elle
est treés bien étudiée et c'est une des seules seydaec une structure en 3D bien condye.(
Elle posseéde 764 résidus pour une masse de 84k[B84 Cette protéine est l'accepteur
terminal d'électrons, la derniére enzyme de larnshagspiratoire. Elle est responsable de la
réduction de l'oxygéne moléculaire en edulyne caractéristique de cette protéine est la
possibilité d'étudier la contribution de chaque Béndividuellement ('hemé et I'hémeas)

gue ce soit en infrarouge ou en UV/visible conémaient au cytochromeess. (3, 4

Il est alors intéressant, grace a linfrarouge tou@ I|'électrochimie, de montrer les
conséquences de ce changement d'un point de vdermationel sur 'ensemble de la
protéine et sur chaque heme de fagon individuEidte inversion de potentiel engendre donc
des changements structuraux. En effet, le potemtgeldemi-vague d’une protéine est
déterminé par la nature du ligand axial relié e mais également par les groupes
fonctionnels ionisables situés a proximité de I'eernh a été proposé que linteraction entre
les chaines principales des propionates des hénes eharges positives des ions ferriques
détermine la valeur du potentiel et joue un rélasdee changement de conformation dd a
I'état redox.b) Les changements intervenants dans les propiodagsiemes sont les plus

intéressants.

Le chemin de protons K est équivalent dans la fandiégs oxygenes réductases de typ@)A.(
D’apreés la figure 4.1.1, ce chemin commence paaaide aminé Glutamate (Glu) situé dans
l'interface du cytoplasme des sous-unités | etisbju’au cofacteur Histidine-Tyrosine dans le
site actif. Un changement peut aussi intervenirsdegtte liaison spécifique (« cross-link »)
entre I'His 240 et la Tyr 237 (voir figure 4.1.9.(7) Il intervient dans le mécanisme
catalytiqgue de la protéine puisqu’il est situé ditadu chemin de protons K a coété du site
binucléaireaz-Cug et influe le potentiel de demi-vagug.© Son rdle, dans le mécanisme de
réduction de I'oxygéne en eau, est de donner degréhs et des protons nécessaires pour
casser la liaison de I'oxygen&Qj La Tyr 237 joue un role crucial dans cette praté cause

de sa proximité avec le centre binucléaire.
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Propionates
des hémes

Chemin de protons K

Glu_15(11)

Figure 4.1.1 : Représentation de la structure doctyomebas deT.thermophilusavec le chemin de protons, la
présence du Gude 'hémeb eta; et des propionates des hémes les entourant (Aajagicproposition de
structure du chemin de protons K (a droite) (cod@PBS8F).8)

Une étude a attiré notre attention. Sousa et dl.étndié le potentiel de demi-vague en
fonction du pH (voir figure 4.1.211Q) Entre le pH 6 et 7.4 il a été montré que I'héama un
potentiel plus haut que celui de I'hémeMais quand on augmente le pH, l'effet s’inverse.
L’heme az a ainsi un potentiel de réduction plus haut ghertieb. L’équilibre du transfert
d’électrons est donc déplacé vers I'état dans lebjlueme az est réduit. Ces deux centres
redox sont donc influencés par le pH. Cette ineersgdst due d’'une part a une interaction
électrostatique homotrope entre les deux hemes ’atitrd part aux interactions
électrostatiques (nommées également hétérocooptraiu effet Bohr) que chagque héme a

avec son centre protoné.

Le cytochromebas a quatre pH différents est donc étudié : pH 6.8, 8 et 8.5. D’aprés la
figure 4.1.2, il y a deux phases dans la modifizatiu potentiel, plus particulierement pour
’hémeb. Dans la premiére phase c'est-a-dire entre le .gH67.5, il y a probablement une
déprotonation d’'un groupe. Et dans la seconde phesege le pH 8 et 85, il y a
vraisemblablement la déprotonation d’'un autre geo@r, pour 'hémeg, ce comportement
est plus habituel avec la possibilité d’'une dépratmn d’'un unique groupe.
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Les spectres différentiels permettent d’identifie# groupe et ainsi de comprendre ce

comportement inhabituel.

Ainsi, les pH 6.4 et 7.5, les pH 7.5 et 8, les pldt®.5 et les pH 8.5 et 6.4 sont comparés

entre eux.

Mais tout d’abord la protéine est caractérisée a8oHinsi que les spectres contenant la

contribution individuelle de 'hémb etas. La publication d’Hellwig et al. sert de base &reo

etude(12)
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Figure 4.1.2 : Dépendance en pH du potentiel da-dague des hemdsetaz du cytochromédas deT.

thermophilus Les potentiels sont ici donnés par rapport a FEElectrode Normal a Hydrogéene) modifiée a

partir de.(1)
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2. Caractérisation du cytochromebas; a pH 8
2.1. Spectre UV/Visible

Un spectre UV/Visible est effectué pour le cytochedbas a pH 8 pour la forme oxydée et
réduite de la protéine. Le passage a la forme te&dei fait de maniere réversible par un ajout
de dithionite de sodium (N80,.2H,0). Ce spectre sert, d’'une part a contrbler I'éaiox

de la protéine et d’autre part a déterminer sa extnation. La figure 4.2.1 présente les

spectres du cytochrontes pour sa forme oxydée et réduite.
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Figure 4.2.1 : Spectres UV/Visible du cytochrob@g dans sa forme oxydée (en noir) et dans sa forthete2

(en rouge) apreés ajout de dithionite a pH 8.

Des contributions individuelles de I'hérheetaz sont attendued.8, 14 La bande de Soret ou
bandey est observée a 413 nm pour la formé oxydée. Rodorime réduite, la bande se
scinde en deux. La bande a 427 nm est attribuéedéb et celle a 441 nm a I'hénee.
Cette bande est la plus intense et elle est coéstile toutes les bandede tous les hemes.
Puis, la contribution de la bangeest visible a 528 nm uniquement pour la forme éeyd
Cette bande est attribuée a I'héemdnfin, pour la forme réduite, a 558 et 611 nnmhdaden
est présente. L’hemeest présent via la bande a 558 nm et I'hegnda celle a 611 nml)

Or, le Cy n’a pas d’absorption dans le domaine UV/Visible. Cuy, a lui une contribution
dans le spectre, mais ces bandes sont masquéés quartribution plus intense des hemes.
D’aprés des études sur un fragment du cytochramgeil possede trois bandes a 480, 530 et
834 nm.(6, 17
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2.2. Etude du spectre différentiel du cytochromebag

Le spectre infrarouge du cytochroin& est caractérisé a pH 8. Le potentiel appliquélest

500 a +500mV vs. Ag/AgCIl 3M KCI. Le temps d’équikba été mesuré en UV/Visible, il
permet d’avoir la forme entierement oxydée ou nedul\pres application du potentiel, la
forme pleinement oxydée a été obtenue en 7 mia &rime réduite en 8 min. Les méme

temps d’équilibre ont été constatés pour tousltes p

Cytochromes et acides aminés

v

&
<

2 Propionates
g deshémes Amidel  Amide ll
- —Pe——— P ———»
o
<
o
I T T T T T T T T T T T 1
1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200

Nombre d'onde / cm™

Figure 4.2.2 : Spectre différentiel infrarouge ¢exd) du cytochrombag & pH 8 dans la région spectrale
comprise entre 1800 et 1200 trntre -500 et +500 mV.

Ce spectre peut se découper en trois partiese &ffr0 et 1610 ¢ entre 1600 et 1200 ¢
et enfin entre 1200 et 1000 ¢mLes bandes sont consignées dans le tableauAL2uhe
contribution n’est constatée entre 1800 et 1710 (woir figure 4.2.2). Le rapport signal sur

bruit peut étre déduit dans cette zone.
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Position de la bande (¢th  Etat Tentative d’attribution
redox
1708 Ox v(C=0) propionate des hémes
1698 Red v(C=0) propionate des hemes
1692 Ox v(C=0) propionate des hemes
1688 Red Amide |
1678 Ox v(C=0) CHO-hémes \(C=0)
propionate des hemes(CNsHs)*
Arg/ Amide I/ Asn, Gl
1668 Red v(C=0) CHO-hémeg/Amide |
1664 Red Amide |
1656 Ox Amide |
1651 Red Amide |
1646 Ox Amide |
1630 Red V(CN3Hs)® Arg/ Amide |
1618 Red  v(Ca=Cp) groupe vinyl (hemé/as)
/Amide |
1610 Ox v37 hemeas
1590 Ox Ring-O Tyr
1570 Ox v(COO)™ propionate des hémes,
Ring-O Tyr, vz7 hémeb, vag, heme
a3
1554 Red V37 hemeb
1542 Red V3gy hémeao,
1536 Ox Amide I
1528 Ox v(COO)™* propionate des hémes
1518 Red Ring-OH Tyr
1504 Ox Ring-O Tyr
1434 Ox v(COO)* Asp/Glu
1418 Red v(COO)* Asp/Glu
1404 Ox v(COO)* Asp/Glu
1398 Red v(COOQ)® propionate des hémes
1380 Ox V41 hémeaz
1280 Red Héme
1266 Ox 842 hémeb/as/ v(CO)® Tyr

Tableau 4.2.1 : Tentative d’assignements pour éetsp différentiel infrarouge (ox-red) du compldsag deT.
thermophilusa pH 8
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Dans la premiere région, des contributions des salle squelette peptidique, des acides

aminés et des hémes sont attendus (voir figur@).2.
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Figure 4.2.3 : Spectre différentiel infrarouge ¢exd) du cytochrombag & pH 8 dans la région spectrale
comprise entre 1725 et 1600 ¢rantre -500 et +500 mV.

Entre 1690 et 1610 ctdes vibrations C=0 du squelette peptidique cérment la structure
secondaire sont visibles. lls viennent de la réusgdion du squelette aprés réduction et
oxydation des cofacteurs de la protéine. Plusieélésnents structuraux caractérisant la
structure secondaire sont mis en avant. A 1656@4 tm', la contribution des hélicasest

visible.

Les feuilletsp sont également représentés par deux bandes résatil630 et 1618 chnlLa
bande négative a 1651 cnet celle positive & 1646 chsont caractéristiques de la structure
aléatoire. Enfin, les boucles ont une contribuéiat688, 1678 et 1668 ch{18, 19

Cependant, d’'autres contributions sont visiblesnoe celles des propionates des hémes
protonés. Ils ont quatre bandes bien distinctez08,11698, 1692 et 1678 &hi20)

Puis, des modes principaux d’acides aminés ontaomgribution dans cette région (voir
Chapitre Il Techniques de caractérisation). L'Amg@) situé a proximité du site actif,
contribue via deux modes de vibrations bien distiscune vibratiom(CNsHs) asymétrique a
1678 cnT et une vibrationv(CNsHs) symétrique & 1630 ch De plus I’Asparagine et la

Glutamine contribuent & la vibrati®fC=0) a 1678 cm.
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Enfin, des vibrations issues des hemes individsefs attendues dans ce spectre. La vibration
V(Ca=CP) du groupe vinyle a été observe & 1620 ctans les modéles d’hénbeet & 1618
cm™ pour 'hémeas. Ici, la vibration est présente & 1618 tat elle est donc assignée aux
deux hémes. Une vibratisiC=0) CHO & 1668 cthest attribuée exclusivement & I'héme
Enfin, la vibration @Cm de I'anneau porphyrine est visible & 1610 camiquement pour
'hémeas.(21)

Les différentes vibrations qui existent pour leaxdaémes sont répertoriées dans les tableaux
4.2.2 et 4.2.3 (voir chapitre Il Techniques de ceimasation). La vibratiomnsg et la vibration

va41 SONt les seules qui different pour I'néme La vibration MCb (vzg) Se coupe en deux a
cause de la symétrie de réduction de I'anneau ganEhmais seulement pour les hémes de
typea. Deux bandes avec des axes x et y décrivent titai®n de cette coupurg2l) Pour la
vibration GaN (v4;) elle est donc uniquement visible pour I'héaag21) La vibrationv(C=0)

du groupe formyle (CHO) oxydé ou réduit est exslesient attribuée a 'hnéma;. Elle

dépend des liaisons Hydrogéne avec les acides awangns.

Dans la deuxiéme région entre 1600 et 1200,gulusieurs contributions sont mises en avant

(voir figure 4.2.4).
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Figure 4.2.4 : Spectre différentiel infrarouge ¢exh) du cytochrombas a pH 8 dans la région spectrale
comprise entre 1600 et 1200 ¢rntre -500 et +500 mV.

La région des vibrations de type Amide Il, compoa&d % de déformation N-H et a 40 %
d'étirement C-N, se situe entre 1570 et 1520'cm
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Les propionates des hemes sont attendus dans ilanrégnide Il mais ces bandes se

chevauchent avec la contribution de chaines lagdés acides aminés déprotonées.

Les propionates des hémes se retrouvent ici maée awe vibration de type(COOQO)
asymétrique. Elle se situe entre 1570 et 1530.dans notre cas, deux bandes leur sont
attribuées & 1570 et 1528 ¢mDe méme le vibration associ€eCOO) symétrique a une
bande & 1398 cm(22)

Des vibrations typiques de I'anneau porphyrine sdténdues qui pourront étre distinguées
pour chaque héme. Tout d’abord, la vibraticsC8 nommeéevs; est attendue entre 1655 et
1586 cni. D'aprés les modéles d’hénte le signal est assigné & 1570 tdans sa forme
oxydée et & 1554 chdans sa forme réduiténe bande & 1610 chest présente pour I'héme
as.(20) Une autre vibration BCb nomméevsg est visible, & 1570 ¢ elle est décrite pour
I'axe x et & 1542 cihpour I'axe y.21) Puis une vibration &\ (v41) est prévue entre 1389 et
1319 cnt d’aprés les bandes identifiées en Raman. Ici @leesrouve & 1380 chpour
I'héme as.(23) Enfin la vibration @H (54,) est observée entre 1268 et 1150 cpour les
modeéles d’héme. Le signal positif & 1266 chest attribué & cette vibration pour les héimes
etag.(20)

Pour finir, les modes de vibration des acides asom# également une contribution dans ce
spectre comme les vibrations de I'acide Aspartigfu@lutamique. Il N’y a pas de vibration de
type v(C=0) dans ce spectre parce quil n'y a pas d'aidespartique et Glutamique
protonés. De méme, la vibratioiCOQO) asymétrique de l'acide Aspartique et Glutamique
ionisés n'est pas visible. Cependant, la vibrawg@GOQO) symétrique protonée contribue
grace a trois bandes : deux bandes positives & 48404 crit et négative & 1418 ch(24)

Or, cette région est trés complexe et beaucoupgdawsx se chevauchent entre eux. Un acide
Glutamique attire plus particulierement notre attem Il s’agit du Glu 15, situé a I'entrée du
chemin de protons K (voir figure 4.1.1). Cet acaheiné peut subir des changements dus a la

dépendance pH.

D’autres acides aminés sont présents comme la ifg.dsa vibration des chaines latérales de
I'anneau Tyrosine absorbe vers 1518'cet sa forme ionisée & 1560 et 1498'aitaprés un
assignement fait sur les acides aminés individi@&gsDans ce spectre, la contribution des
chaines latérales de la forme deprotonée est [1eé8eh590, 1570 et 1518 ¢mUne autre
vibrationv(CO) symétrique d’'une Tyrosine déprotonée est attenlduns une zone comprise
entre 1280 et 1266 ¢
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Cette derniere vibration dépend des liaisons Hy&negce qui induit un déplacement de la
bande pouvant aller jusqu’a 10 ¢nA ce pH, les Tyrosines sont probablement protsnée
signal reflete une dépendance pH des coefficiéptaidction molaire de la vibration due aux
variations de I'environnement entourant cette Tyr@e€6) Les bandes observées viennent
probablement de la déprotonation/protonation d’'wauge Tyrosine couplée au transfert
d’électron vers ou venant de I'hémle Une autre explication est le changement
d’environnement d’un groupe Tyrosine déprotoné &oap’hémeas. La Tyr 237 attire notre
attention, elle est impliquée dans la liaison dpgee (voir figure 4.1.1.). Or, un marquage de

cette Tyrosine est nécessaire pour déterminerrdalmation.

Dans la derniere région, la contribution des vibr P=0O spécifigues du tampon est
uniguement visible (voir figure 4.2.5). Elle esteda la déprotonation du tampon et corrélée
aux échanges de protons avec la protéine et lemtaés suite au transfert d’électrons (voir
annexe 1)Z7)
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Figure 4.2.5 : Spectre différentiel infrarouge ¢exd) du cytochrombag & pH 8 dans la région spectrale
comprise entre 1200 et 1000 ¢rntre -500 et +500 mV.

2.3.Plage de potentiels

Le cytochromeba; offre la possibilité d’étudier, de facon sépaegcontribution individuelle
des hemed et azg. En connaissant leurs potentiels respectifs, uagepde potentiel est

applicable ou il y a la contribution exclusive denldes deux hemes.
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Pour avoir la contribution de I'ensemble du cytachebag, le potentiel a appliquer est -500 a
+500 mV. Or, comme le potentiel de demi-vague dejak héme change en fonction du pH,
la plage de potentiels doit étre modifiée (voirléaln 4.2.2). En connaissant les potentiels de
’héme b et az, une moyenne est effectuée entre ces deux pderitee résultat est donc le
potentiel limite a appliquer selon la contributionajoritaire voulue. Puisque les deux
potentiels s’inversent, les potentiels limites ségalement a inverser. A pH 7.5, le potentiel

de I'hémeas est plus grand que I'héntea I'inverse du pH 8.

Quelgue soit le pH, le temps d’équilibre pour lanie entierement oxydée est de 7 min et

pour la forme entierement réduite de 9 min apr@éicaiion du potentiel.

Contribution pH 6.4 pH 7.5 pH 8 pH 8.5
Cytochromebag -500/500 mV  -500/500 mV  -500/500 mV  -500/500 mV
Hemeb -500/75 mV ~ -500/25 mV ~ 20/500 mV 15/500 mV
Hemeag 75/500 mV 25/500 mV  -500/20 mV  -500/15 mV

Tableau 4.2.2 : Plage de potentiels & appliquer pbtenir la contribution individuelle des hémedif®érents

pH. Les potentiels sont donnés vs. Ag/AgCI 3M KCI.

2.4. Etude du spectre différentiel de I'hnémeb
Les bandes sont consignées dans le tableau 4.2.3.

La figure 4.2.6 présente le spectre différentieisdane plage de potentiel ou la contribution
majoritaire de 'hémd est attendue. Les différentes bandes qui sonifgpés a cet heme
sont mises en avant. Cependant, elles sont uniquesses de I'anneau porphyrine et des

groupes vinyle.
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Figure 4.2.6 : Spectre différentiel infrarouge ¢exd) du cytochrombag & pH 8 dans la région spectrale
comprise entre 1800 et 1200 ¢tmie -500 & +20 mV.

Position de la bande (¢fh  Etat

Tentative d’attribution

redox
1706 Ox v(C=0) propionates des hemes
1694 Ox v(C=0) propionates des hemes
1672 Red v(C=0) heme propionates/
V(CN3Hs)?* Arg/Asn/GIr
1656 Ox Amide |
1646 Ox Amide |
1630 Red V(CN3Hs)® Arg/Asn,/Lys/ His-H/
amide
1618 Red V(Ca=Cp) groupe vinyl (hemé)/
amide
1580 Ox v(COO)* propionates des hémes/
Ring-O Tyr/vs; hemeb
1546 Red V37 hemeb
1537 Ox Amide I
1518 Red Ring-OH Tyr
1504 Ox Ring-O Tyr
1280 Red Heme
1266 Ox 842 hémeb/ v(CO)® Tyr

Tableau 4.2.3 : Tentative d’assignements pourédetsp différentiel infrarouge (ox-red) du compldsag deT.
thermophilusuniquement pour 'hémiea pH 8
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A 1618 cm', outre la contribution de la structure secondaime vibrationv(Co=Cf) du
groupe vinyle est claire. La vibration; se retrouve également ici respectivement a 1580 et
1546 cm' pour la forme oxydée et réduitenfin, la vibrationds, est visible & 1266 cm(20)

Ces différentes bandes ont déja été décrites peauadnt.

2.5. Etude du spectre différentiel de 'hémeas

Les bandes sont consignées dans le tableau 4.2.4.
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Figure 4.2.7 : Spectre différentiel infrarouge fexh du complexéas; & pH 8 dans la région spectrale comprise
entre 1800 et 1200 chde +20 & +500 mV.

Certaines vibrations ne sont spécifiques qu’a I'a@g) comme les groupes formyle (-CHO)

(voir figure 4.2.7).

La vibrationv(C=0) des groupes formyle de I'héragest donc attendue ici. Pour la forme
oxydée de I'héme, il y a une bande a 1676 @npour la forme réduite & 1668 ¢rf21) Ces
bandes sont confirmées par des mesures effectndeanean 15, 29

La vibrationv(Ca=Cp) du groupe vinyle & 1618 c¢het la vibrations,, & 1266 crit sont
également présentes pour cet hé®.(a vibrationvs; est légérement décalée a 1610°cm
Les vibrationsvssy, v3gy, discutaient antérieurement, sont egalement esibl 1570 et 1546

cmt. Enfin & 1380 cm, la vibrationv,; est attendue.
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A présent, grace a ses attributions, les différepesctres différentiels sont comparés entre
eux.

Position de la bande (¢th  Etat Tentative d’attribution
redox
1708 Ox v(C=0) propionates des hemes
1700 Red v(C=0) propionates des hemes
1676 Ox Vv(C=0) CHO-hémeyg V(C=0)
propionate des héme/ v(CNzHs)*
1668 Red v(C=0) CHO-hemea
1656 Red Amide |
1630 Red V(CN3Hs)® Arg/Asn,/Lys/ His-H/
amide
1618 Red v(Ca=CB) groupe vinyl hémeag/
amide
1610 Ox v37 hemeas
1570 Ox v(COO)* propionates des hémes/
Rinq-O' Tyr/ V38x hémea3
1546 Red vagy hémeag
1504 Ox Ring-O Tyr
1380 Ox V41 hémeaz
1280 Red Heme
1266 Ox 842 hémeag/ v(CO* Tyr

Tableau 4.2.4 : Tentative d’assignements pour éetsp différentiel infrarouge (ox-red) du compldsag deT.
thermophilusuniquement pour I'héma; a pH 8
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3. Comparaison des spectres différentiels pour le cythrome baz

A premiere vue, les spectres de la figure 4.3.1t smmparables. Les zones ou des
changements ont lieu sont repérées. La premiere zonise en avant est celle de la
contribution des propionates des hémes et deuatste secondaire entre 1708 et 1613'cm
La deuxiéme zone, entre 1565 et 1415'coorrespond & la contribution des propionates des

hémes et des acides aminés comme les acides Asgar@lutamique et les Tyrosines.

—
0,002 AAbs
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Figure 4.3.1 : Spectres différentiels infrarouge-(ed) du cytochrombag & pH 6.4 (en noir), 7.5 (en rouge), 8
(en bleu) et 8.5 (en cyan) dans la région spectxaieprise entre 1800 et 1200 trentre -500 et +500mV. Les

deux zones sont représentées par un cercle noir.

L’intensité du double différentiel n’est pas trésv@e. Pour comparaison, le bruit de fond a
une intensité de I'ordre de 2Gen absorbance. Les spectres doubles différersiels donc

utilisés.
3.1.EntrelepH 6.4et7.5

Entre ces deux pH, il y a, pour I'herag une diminution de son potentiel qui passe de&823
251 mV vs. ENH. Cette méme diminution est visibbeipl’heémeb son potentiel varie de 238
a 218 mV vs. ENH.
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3.1.1. Etude du double différentiel pour la contribution de I'ensemble des hémes

entrele pH 7.5 et 6.4

Pour permettre de voir les bandes influencées pathangement de pH, le spectre double
différentiel est effectué en soustrayant le pH d@bpH 6.4. Les différentes bandes qui
subissent un changement peuvent étre visualisées. Handes qui seront positives
correspondent aux vibrations présentes dans le.pldtZelles négatives dans le pH 6.4. Pour
obtenir ce spectre, les deux spectres différentintsété soustraits aprés normalisation par

rapport a la bande Amide | située & 1630'cm
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Figure 4.3.2 : Double différentiel infrarouge (pt56.4) du cytochrombas entre 1800 et 1200 ¢

Pour commencer, il faut plus particulierement famtiention aux bandes fines qui
apparaissent dans ce spectre, elles peuvent é&trplesnent des artefacts issus de la

soustraction des deux spectres.

Le double différentiel montre la contribution deugiburs bandes (voir figure 4.3.2), plus
particulierement dans la région Amide |, qui déeodés signaux des hemes mais également
ceux du squelette peptidique. Il est clair que bangement de pH affecte la structure
secondaire de la protéine dans une moindre mespendant. Un changement plus important

de la conformation n’est pas énergiquement faverabl
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Dans la région Amide I, des acides aminés commugiine, I'’Asparagine et la Glutamine
sont également perturbés. Cependant, leur faildéficient d’extinction molaire ne permet
pas de les distinguer dans les bandes issuessttei¢éure secondaire.

Dans la région comprise entre 1708 et 1692"cla vibrationv(C=0) des propionates des
hemes est attendue. L’absence de bandes commundswaupH indique un changement. La
bande & 1708 et 1700 &npour les deux pH suggére un changement d’enviroenée d’'un
des propionates des hémes. De ce fait, le résediaistn Hydrogéne entre les propionates
des hemes et les acides aminés joue ici un roleriat. Le déplacement de liaison
Hydrogéne explique ce changement d’environnementnéme changement est visible pour
les acides aminés dans la région Amide |. Un chaegé d'état de protonation et
d’environnement est donc possible mais le spedtiérehtiel ne permet pas de conclure de
maniére définitive. Il faut tenir compte de la cémtivité entre les propionates des hémes.

Dans la région Amide Il, entre 1600 et 1500 cmes changements de I'environnement sont

aussi visibles.

La présence de bandes entre 1548 et 139% canfirme notre hypothése sur le changement
d’environnement des propionates des hémes. Leatwhsv(COO) asymétrique et(COQO)
symétrique sont présentes dans ce spectre. Poiordionv(COQ) asymétrique, la bande a
1570 cn ne se retrouve pas dans ce double différenti¢gibke intensité dans le différentiel
en est la cause. Or, la bande & 1528 est déplacée a 1533 ¢me qui suggére une nouvelle
fois un changement d’environnement des propior@ggeshemes. De plus, un déplacement de
la bande de 1398 a 1394 ¢ren augmentant le pH, pour la vibratisf€COO) symétrique,
soutient cette hypothése.

Pour le pH 7.5, une déprotonation des propionagssh@mes est envisageable, le, piés
propionates des hémes est généralement de I'oeddeads, un changement de protonation est
donc possible9-31) De plus, a l'intérieur de I'hnéme, deux propiosat®mmeés anneau A et
D peuvent intervenir. D’apres la structure autoeil’démeag, les protons pompés transitent

uniquement via un propionate de type3®{35H

La contribution des vibrationg COO) symeétrique de I'Acide Aspartique et Glutamiqué es
aussi intéressante. En passant au pH 7.5, dewebapparaissent & 1423 et & 1438'.cm

L’'absence de ces bandes a pH 6.4 peut traduirdépretonation de ces acides aminés.
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Il n'est pas possible de savoir si les acides amsunt impliqués dans le mécanisme, ils

peuvent étre isolés et ne pas participer au treresfdectrons.

Il serait intéressant de regarder la contributies dyrosines. L'absence de bandes a 1515
cm’® et & 1280 cm pour le pH 6.4 peut traduire une protonation dgodines. Encore une
fois, sans I'étude de Tyrosine marquée, la Tyrosom&ernée ne peut pas étre mise en avant.
Ce changement d’environnement peut provenir deyl@sine qui est couplée au transfert

d’électron provenant de I'hénteou as.
3.2.EntrelepH 7.5¢€t8

Entre ces deux pH, I'heneg voit son potentiel diminué qui passe de 251 ar@¥®2vs. ENH.
Une augmentation du potentiel est visible pourfie&ui varie de 218 a 231 mV vs. ENH.

3.2.1. Etude du double différentiel pour la contribution de I'ensemble des hemes

entrelepH 8 et 7.5

Pour obtenir ce spectre, les deux spectres diffi@sront été soustraits aprés normalisation

par rapport a la bande Amide | située & 1630.cm
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Figure 4.3.3 : Double différentiel infrarouge (pH'&) du cytochromea; entre 1800 et 1200 ¢

Tout d’abord, les régions Amide | et Il sont de weau perturbées par le changement de pH.
Des modifications structurales sont attenduesrt\gsibles respectivement pour la région de
’Amide | et de I'Amide II.
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Encore une fois, ces changements sont prévisiblesshangement de potentiel implique

forcément une modification Iégere de la structwedadprotéine (voir figure 4.3.3).

Concernant les propionates des hemes et plus ydantement la vibrationv(C=0), des
similitudes sont visibles au niveau des bandeseptés a pH 8 avec celles qui ont été mises
en avant précédemment pour le pH 6.4. Un changementenvironnement d’'un des

propionates des hemes est donc attendu et plusypti@grement ceux entourant I’herbe

Cette hypothése est appuyée par les vibratg@GOO) asymétrique et(COQO) symétrique
des propionates des hémes présentes entre 15390e¢rh’. Un déplacement de leurs bandes
respectives de 1533 & 1528 tnet de 1394 & 1398 cmsuggére un changement

d’environnement.

La contribution des vibrationg COO) symétrique de I'Acide Aspartique et Glutamiqué es
aussi visible. En passant au pH 8, un décalageviate. La bande & 1438 chest déplace a

1436 cnt. Le décalage peut s'expliquer par un changememvifonnement.

Enfin pour les Tyrosines, le passage au pH 8 penture a une protonation a cause de
I'absence de bandes & 1515 et 1280.cm

3.3.Entre le pH 8 et 8.5

Entre ces deux pH, le potentiel de 'hemeasse de 222 a 199 mV vs. ENH. Pour I'’hdine
le potentiel varie de 231 a 246 mV vs. ENH.

3.3.1. Etude du double différentiel pour la contribution de I'ensemble des hémes
entrelepH 85et8

Pour obtenir ce spectre, les deux spectres diffiétsront été soustraits aprés normalisation

par rapport a la bande Amide | située & 1630.cm
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Figure 4.3.4 : Double différentiel infrarouge (pt5®8) du cytochromea; entre 1800 et 1200 ¢

Des changements structuraux sont observes daégitamrAmide | et Il (voir figure 4.3.4).

Concernant la vibration(C=0) des propionates des hémes, un changementrdenement
est de nouveau suggéré avec une bande qui pa3@gl@ 1700 cih Des changements dans

cette zone ne sont pas étonnants.

Quant aux vibrationg(COQO) asymeétrique et(COO) symétrique des propionates des hemes,
un nouveau décalage de leurs bandes respectiviEs28ea 1533 cihet de 1398 & 1394 ¢hn
soutient le changement d’environnement postulégui@&mment.

Pour les vibrations(COQO) symétrique de I'Acide Aspartique et Glutamiguapsence de
ces bandes a pH 8.5 peut traduire une déprotonation

Au sujet des Tyrosines, & pH 8.5, la présence dddsaa 1515 et 1280 Enpeut suggérer une

déprotonation d’'une Tyrosine ou un changement @enmement de celle-ci.

Un changement au niveau des propionates a d'aliérdahistaté. Ces changements d’état
redox des différents acides aminés spécifiquesaoanfirmer avec I'étude de la contribution

individuelle de chaque héme.
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4. Comparaison des spectres différentiels pour 'hemie

Pour 'hemeb, deux phases sont distinctes. Entre le pH 6.4%tl& potentiel de demi-vague
diminue. Entre le pH 8 et 8.5, le potentiel de deadue augmente. Les spectres différentiels

entre ces deux plages de pH sont étudiés.

De nouveau, les spectres différentiels ne pernteftes de conclure, I'étude du double
différentiel apporte donc plus d’informations (véigure 4.4.1). Deux zones sont mises en
avant, en premier celle de la contribution des ijormgtes des hemes et de la structure
secondaire entre 1708 et 1589trt en second celle de la contribution des propamndes
hémes et des acides aminés comme les acides Asar(Glutamique et la Tyrosine entre
1528 et 1392 cih
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Figure 4.4.1 : Spectres différentiels infrarouge-ed) du cytochrombag & pH 6.4 (en noir), 7.5 (en rouge), 8
(en bleu) et 8.5 (en cyan) dans la région speatxaieprise entre 1800 et 1200 tour la contribution de

I’'hémeb uniquement.
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4.1.EntrelepH 6.4 et7.5etentre le pH 8 et 8.5
4.1.1. Etude du double différentiel pour la contribution de 'hémeb entre le pH
75et6.4etentrelepH85et8

Pour obtenir ce spectre, les deux spectres diffi@sront été soustraits aprés normalisation
par rapport & la bande Amide | située & 1630".cthémeb est entouré par les principaux
propionates des hemes d’apres la structure chstalDes changements de ces propionates

sont donc observables ici.
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Figure 4.4.2 : Doubles différentiels infrarougeajtochromebas entre 1800 et 1200 ¢hpour la contribution
de 'hémeb a) entre le pH 7.5 et 6.4 et b) entre le pH 8&. e

Tout d’abord, le double différentiel montre la adlmition de plusieurs bandes (voir figures

4.4.2), dans la région Amide | issue du squeletfgtigique. Il est clair que ce changement de
pH affecte la structure secondaire de la protémmme constaté précédemment. Dans la
région Amide II, entre 1600 et 1500 ¢mdes changements de I'environnement sont aussi

visibles.

Dans la région comprise entre 1706 et 1700"cta vibrationv(C=0) des propionates des
hemes est attendue. L’absence de bandes commuxeateax pH indiqgue un changement.
Entre le pH 7.5 et 6.4, un déplacement de la bandgére un changement d’environnement
des propionates des hémes. De méme entre le pH85getun décalage conduit a un

changement d’environnement.
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Le réseau de liaison Hydrogéne entre les propisridge hemes et les acides aminés joue ici
un role important. Le déplacement de liaison Hyéreg expliqgue ce changement

d’environnement

Un changement d’état de protonation et d’envirorgr@nest donc possible mais le spectre

différentiel ne permet pas de conclure de maniéfimitive.

Les vibrationsv(COQ) asymeétrique et(COQ) symétrique sont €également intéressantes a
étudier. Pour la vibration(COO) asymétrique, la bande & 1570 tme se retrouve pas dans
ce double différentiel. Entre le pH 6.4 et 7.5bémde & 1529 cthest déplacée & 1533 ¢t
entre le pH 8 et 8.5 la bande passe de 1528 ad&33e qui renforce une nouvelle fois un
changement d’environnement des propionates desshéddeeplus, entre le pH 8 et 8.5, un
déplacement de la bande de 1398 & 140%, gour la vibration/(COO) symétrique, soutient
cette hypothese.

Concernant la contribution des vibration@COQO) symétrique de I'Acide Aspartique et
Glutamique, entre le pH 6.4 et 7.5 la bande & B&23léplace & 1418 chet entre le pH 8 et
8.5 elle passe de 1420 & 1425'cioa présence de ces bandes & ces différents ptingetire
une protonation de ces acides aminés. Le Glu 1pligne dans le mécanisme de transfert

d’électrons, ne change pas d’état de protonatioi eat trop loin de 'hemeé.

Enfin pour les Tyrosines, un changement d’état dmopation, selon le pH étudie, est
constaté. Or, 'heme b n’est pas entouré de Tyessqui sont impliqués dans le mécanisme
de la protéine. La présence des bandes a 151B@tch? peut conduire & une déprotonation
en passant au pH 7.5. L’'absence de ces bandesradwite d’'une éventuelle protonation. De

ce fait, les Tyrosines sont certainement déprotoageH 7.5 et 8 et protonées a pH 6.4 et 8.5.

Pour I’hemeb, une modification de I'environnement des propiesales hemes est attendue

d’apres la structure (voir figure 4.1.1.).

Ici, il y a deux phases dans le changement de fpelece qui peut impliquer un changement
d’état de protonation d’'un acide aminé bien spgaéi Sans I'étude d’acides aminés marqués,
il n'est pas possible de l'identifier. En complémalu changement d’environnement des

propionates des hemes, la contribution d’'une Typeut étre envisagée.
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5. Comparaison des spectres différentiels pour 'lhemas

Pour 'hémeas, la dépendance pH est, dans ce cas, plus habitlgitre 1708 et 1624 ¢m

une zone est mise en avant qui correspond a lailwatidn des propionates des hémes et de la
structure secondaire. Entre 1577 et 1456 come deuxiéme zone est mise en avant avec la
contribution des propionates des hémes et dessaaitnés comme les acides Aspartique,

Glutamique et la Tyrosine.

0,001 AAbs

T T T T T T T T T T T T 1
1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200

Nombre d'onde / cm™

Figure 4.5.1 : Spectres différentiels infrarouge-(ed) du cytochrombas a pH 6.4 (en noir), 7.5 (en rouge), 8
(en bleu) et 8.5 (en cyan) dans la région speataieprise entre 1800 et 1200 tour la contribution de

’hémeaz uniqguement.

Les deux pH extrémes sont donc comparés pour cet.neétude du double différentiel est

de nouveau utile dans ce cas présent (voir figlrd y

5.1.Entre le pH 6.4 et 8.5
5.1.1. Etude du double différentiel pour la contribution de I'hnemeag entre le pH
8.5et6.4

Pour obtenir ce spectre, les deux spectres diffi@sront été soustraits aprés normalisation

par rapport a la bande Amide | située & 1630.cm
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Figure 4.5.2 : Double différentiel infrarouge (pt5%.4) du cytochrombag entre 1800 et 1200 chpour la

contribution de I'hémes uniquement.

Le premier changement attendu ici concerne la redimide |, qui définit la structure
secondaire de la protéine (voir figure 4.5.2). st elair qu'un changement de potentiel
impliqgue un changement de conformation comme leseguspectres différentiels le
suggérent. Comme précédemment, ce changement aghenmais il existe. Un autre

changement dans la zone Amide Il confirme ce chaegé de conformation.

Concernant les propionates de I'heme et plus peigiement la vibrationv(C=0) des
propionates des hémes, deux bandes sont misesenaag71@m™ pour le pH 8.5 et & 1700
cm® pour le pH 6.4. Ces bandes suggérent un changedienvironnement d'un des

propionates de 'heme comme observé auparavant.

Ce changement est confirmé dans la zone ou leatidhsv(COQO) asymétrique et(COQO)
symétrique des propionates de I’heme intervienriemeffet, un déplacement a lieu de 1529 a
1533 cnt* pour la vibrationv(COO) asymétrique. Pour la vibration associée, un @éeaest
constaté de 1400 a 1398 ¢m

Pour la contribution des vibrationCOQO) symétrique de I’Acide Aspartique et Glutamique,
des bandes sont attendues & 1et38418 crit. A pH 8.5, ces bandes sont bien présentes ce

qui signifie une protonation d’'un acide aminé ke
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En passant au pH 6.4, ces bandes sont absergassé vraisemblablement a I'état déprotoné.
L’'acide aminé Glu 15 peut subir ce changement t'ééaprotonation, I'étude de cet acide

aminé marqué peut confirmer notre hypothése.

L’absence de bandes qui peuvent étre attribuéeshauwsines signifie qu’elles ne changent
pas d’état de protonation pour cet héme. Ce résedtaétonnant, dans la mesure ou I'h@me

est entouré de Tyrosines cruciaux pour le mécandsia protéine.

Pour 'hemeas, un changement d’environnement des propionates héeses n’est pas
surprenant, ces propionates entourent 'heme dsalaréstructure (voir figure 4.1.1). Encore
une fois, leur réle est primordial dans cette dépane pH. Une conséquence sur l'activité de

la protéine peut étre envisagée.
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6. Conclusion

Tout d’abord, cette dépendance pH influe sur lacstre de la protéine, de nombreux
changements dans la région des bandes Amide kenfirment cette hypothese. Cependant,
ce changement de conformation est minime maisugfssant pour influencer le potentiel de

demi-vague.

Un changement au niveau des propionates a d’ab@rccanstaté. Les changements des
bandes des propionates des hémes a différents ypkemteétre dus a la déprotonation et a la
protonation ou causés par un changement d’enviroant des propionates des hemes
respectivement protonés ou déprotonés. Pour poulisiinguer ses deux possibilités, un
assignement des modes de vibrations d'un propiosgicifigue est envisagé. Ces
propionates sont en interactions trés fortes awescatides aminés et avec une partie de la
structure de la protéin@§) Une mutation de ces acides aminés qui interagfigsivent nous
apporter des réponses. Le potentiel de demi-vagune ghrotéine est déterminé par la nature
du ligand axial relié a 'heme mais également pardroupes fonctionnels ionisables situés a
proximité de 'hnemeX) Il a été proposé que l'interaction entre les ehaiprincipales des
propionates des hemes et les charges positivesodssferriques détermine la valeur du
potentiel et joue un réle dans le changement déoomation di a I'état redox. Ce potentiel

varie avec le pH a cause de la présence de |'qprpionate qui régule le potenti@q, 30

De plus, certains cytochromesmitochondriales subissent un changement de coattym
dont le plus important se situe a la base de I'héniecalisé dans les groupes propionates. En
conséquence, un changement de conformation entragenodification dans les propionates
des hémes et donc dans le potentiel de demi-vaguehangement de potentiel est relié aux
interactions homotropiques spécifiques pour cetdéeme. Certains potentiels de cytochrome
acquierent une dépendance pH quand leugsspKt déplacés par I'oxydation des hengs.(
La contribution des résidus lors de la dépendahtegi fonction de la force des interactions
avec I'heme et avec son état de protonation. Uaeergation des propionates est également
envisagée ici. En effet, si les propionates sortigleement protonés, les protons sont libérés
lors de I'oxydation de I’héme contribuant ainsieadépendance pk) Il est clair, que pour
’hémeb etag, un phénoméne complexe entre en jeu qui dépeltidtdede protonation des
deux hemes mais également de 'orientation desqmafes.

Puis, de nombreux acides aminés peuvent subir amgement d’'état de protonation. Le rdle

de I'état de protonation est encore peu clair ssr gotentiels de demi-vague des hemes
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comme l'influence des interactions entre les hesugdes potentiels de demi-vagus®,( 40

Une prudence est donc de mise dans nos interpmésati

Une hypothese est que, pour le Glu 15, il peutiétheencé mais uniquement pour I'hemme

Sa distance trop grande avec I'héineexplique cette constatation. Un changement de
protonation n’est pas étonnant, en effet le Glu @8&ytochromec oxydase change quatre
fois d’état de protonation durant le cycle catajyg.@1) Un changement du pkest envisage
ce qui implique un changement de conformation gpoar effet la stabilisation de la forme

déprotonée.

Plus étonnamment, aucune Tyrosine n’est perturbéelfhémeaz. Cet heme est entouré de
Tyrosines mais ici aucun changement n’est constat¢.pour I'hemeb, des Tyrosines
subissent des probables changements d’état denptmio. Il est plus probable que ce

changement intervient pour une Tyrosine isolée.

Une conclusion définitive n'est pas envisageabletude de mutants spécifique de sites
cruciaux pour le mécanisme de transfert d’électestsnécessaire. L'étude de mutants de la
Tyrosine et de l'acide Glutamique est a envisagmir pappuyer nos conclusions et plus
particulierement de la Tyr 237 et du Glu 15. Toécemment, une publication de
Koutsoupakis et al. a montré que I'absorption deqms s’accompagne de la protonation de
deux Tyrosines : la Tyr 136 et la Tyr 132) L'étude de ces deux Tyrosines peut nous aider

a mieux comprendre la dépendance pH.

116



7. Références

10.

11.

12.

13.

14,

15.

16.

17.

Soulimane, T., Buse, G., Bourenkov, G. P., Bartunik, H. D., Huber, R., and Than, M. E. (2000)
Structure and mechanism of the aberrant bas-cytochrome ¢ oxidase from thermus
thermophilus, EMBO J 19, 1766-1776.

Fee, J. A., Case, D. A., and Noodleman, L. (2008) Toward a chemical mechanism of proton
pumping by the B-type cytochrome c oxidases: application of density functional theory to
cytochrome ba3 of Thermus thermophilus, J Am Chem Soc 130, 15002-15021.

Farver, O., Wherland, S., Antholine, W. E., Gemmen, G. J., Chen, Y., Pecht, I., and Fee, J. A.
(2010) Pulse Radiolysis Studies of Temperature Dependent Electron Transfers among Redox
Centers in ba3-Cytochrome c Oxidase from Thermus thermophilus: Comparison of A- and B-
Type Enzymes, Biochemistry, null-null.

Zimmermann, B. H., Nitsche, C. I., Fee, J. A., Rusnak, F., and Munck, E. (1988) Properties of a
copper-containing cytochrome ba3: a second terminal oxidase from the extreme
thermophile Thermus thermophilus, Proc Nat/ Acad Sci U S A 85, 5779-5783.

Kadenbach, B. (1992) Book Review: Cytochromes C. Evolutionary, Structural and
Physicochemical Aspects. (Springer Series in Molecular Biology). By G. R. Moore And G. W.
Pettigrew, Angewandte Chemie International Edition in English 31, 1098-1098.

Brzezinski, P., and Gennis, R. (2008) Cytochrome c oxidase: exciting progress and remaining
mysteries, Journal of Bioenergetics and Biomembranes 40, 521-531.

Buse, G., Soulimane, T., Dewor, M., Meyer, H. E., and Bluggel, M. (1999) Evidence for a
copper-coordinated histidine-tyrosine cross-link in the active site of cytochrome oxidase,
Protein Science 8, 985-990.

Chang, H. Y., Hemp, J,, Chen, Y., Fee, J. A., and Gennis, R. B. (2009) The cytochrome ba3
oxygen reductase from Thermus thermophilus uses a single input channel for proton delivery
to the active site and for proton pumping, Proc Natl Acad Sci U S A 106, 16169-16173.
Klinman, J. P. (1996) Mechanisms Whereby Mononuclear Copper Proteins Functionalize
Organic Substrates, Chem Rev 96, 2541-2562.

Blomberg, M. R. A., Siegbahn, P. E. M., Babcock, G. T., and Wikstrom, M. (2000) O-O bond
splitting mechanism in cytochrome oxidase, Journal of Inorganic Biochemistry 80, 261-269.
Sousa, F. L., Verissimo, A. F., Baptista, A. M., Soulimane, T., Teixeira, M., and Pereira, M. M.
(2008) Redox properties of Thermus thermophilus ba3: different electron-proton coupling in
oxygen reductases?, Biophys J 94, 2434-2441.

Hellwig, P., Soulimane, T., Buse, G., and Mantele, W. (1999) Electrochemical, FTIR, and
UV/VIS spectroscopic properties of the ba(3) oxidase from Thermus thermophilus,
Biochemistry 38, 9648-9658.

Wikstrom, M., and Morgan, J. E. (1992) The dioxygen cycle. Spectral, kinetic, and
thermodynamic characteristics of ferryl and peroxy intermediates observed by reversal of
the cytochrome oxidase reaction, Journal of Biological Chemistry 267, 10266-10273.

Morgan, J. E., Verkhovsky, M. ., and Wikstrom, M. (1996) Observation and Assignment of
Peroxy and Ferryl Intermediates in the Reduction of Dioxygen to Water by Cytochrome c
Oxidaset, Biochemistry 35, 12235-12240.

Babcock, T. G. (1988) Raman Scattering by Cytochrome Oxidase and by Heme a Model
Compounds. Chapter 7 of Biological Applications of Resonance Raman Spectroscopy, Vol. 1,
Wiley and Sons, New York.

Lappalainen, P., Aasa, R., Malmstrém, B. G., and Saraste, M. (1993) Soluble CuA-binding
domain from the Paracoccus cytochrome c oxidase, Journal of Biological Chemistry 268,
26416-26421.

Lappalainen, P., Watmough, N. J., Greenwood, C., and Saraste, M. (1995) Electron Transfer
between Cytochrome c¢ and the Isolated CuA Domain: Identification of Substrate-Binding
Residues in Cytochrome c Oxidase, Biochemistry 34, 5824-5830.

117



18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Dong, A. C., Huang, P.,, and Caughey, W. S. (1992) Redox-dependent changes in beta-
extended chain and turn structures of cytochrome c in water solution determined by second
derivative amide | infrared spectra, Biochemistry 31, 182-189.

Goormaghtigh, E., Cabiaux, V., and Ruysschaert, J. M. (1994) Determination of soluble and
membrane protein structure by Fourier transform infrared spectroscopy. lll. Secondary
structures, Subcell Biochem 23, 405-450.

Berthomieu, C., Boussac, A., Mantele, W., Breton, J.,, and Nabedryk, E. (1992) Molecular
changes following oxidoreduction of cytochrome b559 characterized by Fourier transform
infrared difference spectroscopy and electron paramagnetic resonance: photooxidation in
photosystem Il and electrochemistry of isolated cytochrome b559 and iron protoporphyrin
IX-bisimidazole model compounds, Biochemistry 31, 11460-11471.

Hellwig, P., Grzybek, S., Behr, J., Ludwig, B., Michel, H., and Mantele, W. (1999)
Electrochemical and ultraviolet/visible/infrared spectroscopic analysis of heme a and a3
redox reactions in the cytochrome c oxidase from Paracoccus denitrificans: separation of
heme a and a3 contributions and assignment of vibrational modes, Biochemistry 38, 1685-
1694.

Behr, J., Hellwig, P., Mantele, W., and Michel, H. (1998) Redox dependent changes at the
heme propionates in cytochrome c oxidase from Paracoccus denitrificans: direct evidence
from FTIR difference spectroscopy in combination with heme propionate 13C labeling,
Biochemistry 37, 7400-7406.

Gerscher, S., Hildebrandt, P., Soulimane, T., and Buse, G. (1998) Resonance Raman
spectroscopic study of the caa3 oxidase from Thermus thermophilus, Biospectroscopy 4, 365-
377.

Hellwig, P., Scheide, D., Bungert, S., Mantele, W., and Friedrich, T. (2000) FT-IR spectroscopic
characterization of NADH:ubiquinone oxidoreductase (complex |) from Escherichia coli:
oxidation of FeS cluster N2 is coupled with the protonation of an aspartate or glutamate side
chain, Biochemistry 39, 10884-10891.

Venyaminov, S. Y., and Kalnin, N. N. (1990) Quantitative IR spectrophotometry of peptide
compounds in water (H20) solutions. Il. Amide absorption bands of polypeptides and fibrous
proteins in a-, B-, and random coil conformations, Biopolymers 30, 1259-1271.

Hellwig, P., Pfitzner, U., Behr, J., Rost, B., Pesavento, R. P., Donk, W. V., Gennis, R. B., Michel,
H., Ludwig, B., and Mantele, W. (2002) Vibrational modes of tyrosines in cytochrome c
oxidase from Paracoccus denitrificans: FTIR and electrochemical studies on Tyr-D4-labeled
and on Tyr280His and Tyr35Phe mutant enzymes, Biochemistry 41, 9116-9125.

Hellwig, P., Rost, B., Kaiser, U., Ostermeier, C., Michel, H., and Mantele, W. (1996) Carboxyl
group protonation upon reduction of the Paracoccus denitrificans cytochrome c oxidase:
direct evidence by FTIR spectroscopy, FEBS Lett 385, 53-57.

Heibel, G. E., Hildebrandt, P., Ludwig, B., Steinrucke, P., Soulimane, T., and Buse, G. (1993)
Comparative Resonance Raman-Study of Cytochrome-C-Oxidase from Beef-Heart and
Paracoccus-Denitrificans, Biochemistry 32, 10866-10877.

Moore, G. R., Harris, D. E., Leitch, F. A., and Pettigrew, G. W. (1984) Characterisation of
ionisations that influence the redox potential of mitochondrial cytochrome c¢ and
photosynthetic bacterial cytochromes c2, Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Bioenergetics
764, 331-342.

Moore, G. R. (1983) Control of redox properties of cytochrome c by special electrostatic
interactions, FEBS Letters 161, 171-175.

Moore, G. R., Williams, R. J. P, and Peterson, J. (1985) A spectroscopic investigation of the
structure and redox properties of Escherichia coli cytochrome b-562, Biochimica et
Biophysica Acta - Protein Structure and Molecular Enzymology 829, 83-96.

Belevich, 1., Bloch, D. A., Belevich, N., Wikstrom, M., and Verkhovsky, M. I. (2007) Exploring
the proton pump mechanism of cytochrome c oxidase in real time, Proceedings of the
National Academy of Sciences 104, 2685-2690.

118



33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Belevich, 1., Verkhovsky, M. I., and Wikstrom, M. (2006) Proton-coupled electron transfer
drives the proton pump of cytochrome c oxidase, Nature 440, 829-832.

Brédndén, G., Brandén, M., Schmidt, B., Mills, D. A., Ferguson-Miller, S., and Brzezinski, P.
(2005) The Protonation State of a Heme Propionate Controls Electron Transfer in
Cytochrome c OxidaseT, Biochemistry 44, 10466-10474.

Faxen, K., Gilderson, G., Adelroth, P., and Brzezinski, P. (2005) A mechanistic principle for
proton pumping by cytochrome c oxidase, Nature 437, 286-289.

Hellwig, P., Behr, J., Ostermeier, C., Richter, O. M., Pfitzner, U., Odenwald, A., Ludwig, B.,
Michel, H., and Mantele, W. (1998) Involvement of glutamic acid 278 in the redox reaction of
the cytochrome c oxidase from Paracoccus denitrificans investigated by FTIR spectroscopy,
Biochemistry 37, 7390-7399.

Harris, D. A. (1991) Energy transduction in biological membranes, A textbook of bioenergetics
by William A Cramer and David B Knaff. pp 545. Springer-Verlag, Heidelberg. 1990. DM198
ISBN 3-540-96761-3, Biochemical Education 19, 101-101.

Mao, J., Hauser, K., and Gunner, M. R. (2003) How cytochromes with different folds control
heme redox potentials, Biochemistry 42, 9829-9840.

Tiesjema, R. H., Muijsers, A. O., and Van Gelder, B. F. (1973) Biochemical and biophysical
studies on cytochrome c oxidase. X. Spectral and potentiometric properties of the hemes and
coppers, Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Bioenergetics 305, 19-28.

Verkhovsky, M. 1., Morgan, J. E., and Wikstroem, M. (1995) Control of electron delivery to the
oxygen reduction site of cytochrome c oxidase: A role for protons, Biochemistry 34, 7483-
7491.

Nyquist, R. M., Heitbrink, D., Bolwien, C., Gennis, R. B., and Heberle, J. (2003) Direct
observation of protonation reactions during the catalytic cycle of cytochrome c oxidase,
Proceedings of the National Academy of Sciences 100, 8715-8720.

Koutsoupakis, C., Kolaj-Robin, 0., Soulimane, T., and Varotsis, C. (2011) Probing
Protonation/Deprotonation of Tyrosine Residues in Cytochrome ba3 Oxidase from Thermus
thermophilus by Time-resolved Step-scan Fourier Transform Infrared Spectroscopy, Journal
of Biological Chemistry 286, 30600-30605.

119



Chapitre V :
Interaction

proteine-protéine



1. Introduction

Dans ce chapitre, I'interaction protéine-protéiseéudiée. Le complex®; ou complexe lli
est la troisieme composante de la chaine respieatioh structure cristalline du complele

de T.thermophilusn’est a ce jour toujours pas connue. Il contiematoe sous-unités : le
cytochromec,, la protéine Rieske, le cytochrone et un opéron nommé FbcX)(Le
fragment soluble utilisé ici contient uniquemettéeimec. Le cytochromec; a été découvert
en 1940 de fagon indépendar?e.d) Il contient deux domaines: un domaine N-termiretle
C-terminale. C’est ce dernier domaine qui est eggant car il contient le site de liaison qui

interagira avec le cytochronoss,.

Le cytochromecss, est un transporteur mobile de la chaine resprmatdi est le substrat
naturel de la cytochrome oxydase. Sa particularité est qu’il ne possede demsesidus
chargés a sa surface a proximité de 'héM)eSa structure cristallographique est tres bien
caractérisées) cependant, son spectre infrarouge couplée atiélehimie n'est a ce jour pas
encore connu. Une autre grande caractéristiqusaestermostabilité qui la rend intéressante

pour des applications d’'ingénierie moléculaire.

H+

Rieske f H,0
ba,
blc,/X \.

0,

Figure 5.1.1 : Schéma du transfert d’électrons datisermophilus les fleches indiquent le passage d'un

électron.6)

Trois complexes différents sont donc formés darsutede prouver que l'interaction entre le
cytochromec; et css; est bien réelle. Pour cela, du cytochromédu coeur de cheval est
utilisée, une protéine bien étudiée et qui sertnuedéle a de nombreuses études. Une
interaction entre ces deux cytochromes précédemréirdiés et ce cytochrome est
intéressante. Le complexecss,, le complexec;-c et le complexes;-Css, sont donc étudiés
(voir figure 5.1.1). Pour chaque complexe, le pogtmle demi-vague est trouvé et le spectre
différentiel est effectué dans le but de voir etabenprendre la contribution de chaque

cytochrome.
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Le complexec-Css, est un systeme de contrdle, aucune interacticst p@ssible.

Le complexec;-c sert a mieux comprendre le mécanisme par lequaetytechromec
transporte des électrons du cytochrarna@ la cytochrome oxydase.]) Rieder et Bosshard
ont montré que les Lysines qui entourent la calétd’heme du cytochromesont protégées
de l'acétylation par la formation de ce comple8elde plus, en modifiant certaines Lysines,

la vitesse de réaction diminue de facon significa(®)

Le complexec;-Cssp sert également a mieux comprendre le transferecéns qui se produit
entre le cytochrome; et son partenaire redox, le cytochroee. L'interaction est de nature

hydrophobe d’aprés la nature de la surface degipast.(0, 1)

2. Le cytochromec, fragment soluble du complexdoc; de Thermus thermophilus
2.1. Spectre UV/Visible

Un spectre UV/Visible a été mesuré pour le cytostea; a pH 8 pour la forme oxydée et
réduite de la protéine. Le passage a la forme t&dei fait de maniére réversible par un ajout
de dithionite de sodium (N80,.2H,0). Ce spectre sert, d’'une part a contrbler I'éaiox

de la protéine et d’autre part a déterminer sa extnation. La figure 5.2.1 présente les

spectres du cytochronog pour sa forme oxydée et réduite.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600
Longueur d'onde / nm

Figure 5.2.1: Spectres UV/Visible du cytochroca& pH 8 dans sa forme oxydée (en noir) et dansrsaef

réduite (en rouge) aprés ajout de dithionite. Ecaenun zoom entre 500 et 600 nm.
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Trois bandes peuvent étre distinguées pour ce repebbut d’abord la bande, appelée
également bande de Soret, est observée a 408 nmiapfmume oxydée et a 422 nm pour la
forme réduite. Cette bande, qui est la plus intease caractéristigue des hémoprotéines et
elle est généralement constitué de toutes les bande tous les cofacteurs présents. Dans
notre cas, il y a un seul cofacteur qui contribBais, la contribution de la bandeaussi
appelée bande Q a 528 nm pour la forme oxydéeigibley Or, pour la forme réduite, le
déplacement de cette bande Q a 523 nm est castiqidéei des hemes réduits est constb2g.
La bande qui apparait a 552 nm est spécifiquetaaniec;. (13) Ce spectre est typique pour

les protéines avec un heme

2.2.Spectroscopie différentielle UV/Visible : détermindion du potentiel de demi-

vague

Le potentiel de demi-vague de la protéine est afeecdans le but de le comparer a celui
obtenu pour le complexe. Ce potentiel est tregudifit et plus bas que celui du cytochrame
dans le complexbg.(13) Il est normal que le potentiel d’une sous-urstdée se déplace par
rapport a sa valeur dans la protéine. La causeipdle de ce déplacement est la perte des
interactions avec la protéine. La figure 5.2.2 mehes spectres du dosage du cytochrome
dans la cellule OTTLE pour des potentiels entre3® a +300 mV. La bande de Soret se
situe, dans ce cas-la a 417 nm. Les bandes Qisodgsa 520, 547 et 552 nm.

Le calcul du potentiel se fait donc sur la band&deet et sur les deux bandes situées a 547 et
552 nm. Aprés application du potentiel, la formeipkment oxydée a été obtenue en 5 min et
la forme réduite en 4 min. Cependant, le tempsudliége peut varier lorsque la valeur du
potentiel de demi-vague de la protéine est proitlest alors ici de 15 min, lorsque le spectre

UV/Visible est stable et ne subit plus de changemen

Le potentiel obtenu pour le cytochroroe est E=-60 mV+5.7 pour n=1 (voir figure 5.2.3).
Cette valeur est proche de celle obtenue par Ratemal. (3) pour I'organismeP.
denitrificans: En,=-45 mV. Si le dosage est oxydatif ou réductifyvédeur du potentiel est

rigoureusement la méme.
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Figure 5.2.2 : Spectres du dosage du cytochmragoH 8 pour un potentiel de -300 a +300 mV enb@ &t 600

nm. Le dosage est ici réductif.

|
0.01 Abs
o

;\ Em: -60 mV:5.7
n=1
’TJ—.—.—.
T T T T T T T T T T T T T
-300 -200 -100 0 100 200 300

Potentiel / mV vs. Ag/AgCl 3M KCI

Figure 5.2.3 : Courbe de titration redox du cytochec, a pH 8 effectuée sur la bande de Soret, le petetwi
demi-vague obtenu est ;,£-60 mV+5.7 pour n=1.

2.3. Spectroscopie différentielle infrarouge

Le spectre du cytochromeg de T. thermophilusa été enregistré a pH 8 dans une zone

spectrale allant de 1800 & 1200 tentre -500 et +500 mV.
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Porphyrine et acides aminés

v

&
<

Propionates . .
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Figure 5.2.4 : Spectre différentiel infrarouge fexh) du cytochrome; a pH 8 dans la région spectrale comprise
entre 1800 et 1200 chentre -500 et +500 mV.

Dans le spectre de la forme oxydée moins rédwatesignaux positifs sont associés a I'état
oxydé de la protéine et les signaux négatifs atl'é&duit. Lors de la réaction redox, le spectre
donne de précieuses informations sur les modifinatistructurales de la protéine, sur les
réactions de protonation et de déprotonation, eetsp étant dominé par les bandes Amide |,
Il et par divers acides aminés. Les différentesdbarsont répertoriées dans le tableau 5.2.1.
Des contributions des différents modes de I'hemdeet'environnement entourant 'unique
cofacteur sont attendues. Ce spectre n'a jamaisl@tét auparavant pour cet organisme,
toutefois il a été partiellement attribué pour ¢jfanismeP. denitrificans(13) La nomenclature

utilisée ici pour les modes des hémes a été dg@itSpiro et Li.{4)
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Position de la bande (¢th  Etat Tentative d’attribution

redox
1690 Ox v(C=0) propionates des hemes / Amide |
1671 Red v(CN3zHs)* Arg /Amide |
1657 Ox Amide |
1645 Red Amide |/ vibration GCm (v37)
1630 Ox v(CN3Hs)® Arg /6(NH3M™ Lys/ Amide |
1610 Red Vibration CaCm (vz7)/Amide |
1593 Ox Vibration CaCm (v37)
1570 Ox v(COO)™ propionates des hémeg(COO)*
Asp+Glu, vibration ChCb (vsg)/ Amide Il
1535 Red v(COO)* propionates des hémeg(COO)*
Asp+GIUAmide I
1520 Ox Tyr-OH
1504 Ox Tyr-O
1434 Red v(COO)* Asp+Glu
1420 Ox v(COO)* Asp+Glu
1407 Red v(COO)* Asp+Glu
1393 Ox Vibration CaN (v41)
1358 Red v(COO)® propionates des hémes
1331 Ox v(COO)* propionates des hémes
1310 Ox v(COO)* propionates des hémes
1290 Ox v(CC) Glu
1260 Ox Vibration GmH (d42)
1250 Red O(COH) Tyr
1240 Red Vibration OmH (d42)
1220 Red Vibration OmH (d42)

Tableau 5.2.1 : Tentative d’assignements pouréetsp différentiel infrarouge (ox-red) du cytochwaadeT.
thermophilusa pH 8.

Ce spectre se décompose en trois zones spectiateslitinctes : entre 1700 et 1600tm
entre 1600 et 1200 chet entre 1200 et 1000 &mEntre 1800 et 1700 ¢h aucune

contribution n’est a noter (voir figure 5.2.4).
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Figure 5.2.5 : Spectre différentiel infrarouge ¢@xh) du cytochrome; a pH 8 dans la région spectrale comprise
entre 1720 et 1600 ¢chentre -500 et +500 mV.

Entre 1700 et 1600 ch des signaux typiques de la réorganisation demeslés structuraux
couplés au transfert d’électrons sont aussi ateerfdoir figure 5.2.5). lls proviennent de la
bande nommée Amide |, qui est composée a 80 % dienation de C=0O du squelette

peptidique.

Dans la région de I'Amide I, comprise entre 1700&10 cn¥, six bandes sont distinguées.
La bande positive, située & 1657 tnest celle qui est la plus intéressante. En eéfié,
représente les éléments structuraux de type heélftd, 19 Il faut savoir que le cytochrome
c1 est dominé par ces hélice$16). A 1690 cnT, la contribution des boucles est visible, et &
1630 cnt, celle des feuillet§. Des signaux négatifs sont aussi visibles et téraent la
structure secondaire. La contribution des boudesisible & 1671 cih Enfin & 1645 ci, la

participation de la structure aléatoire issue duebgte peptidique est attendue.

Cependant, des signaux de I'hémeont aussi attendus. Une bande positive & 1699 cm
représente la vibration(C=0) d’'un des propionates des hemes protchAs19 A 1645
cm?, outre la contribution de la structure seconddirejibration de type 8Cm de I'anneau

porphyrine de I'héme nommag; est présentelp)

Pour les acides aminés & 1671 cra contribution de la vibration(CNsHs) asymétrique de

I'’Arginine et sa vibration associé€CNsHs) symétrique & 1630 chest attendue.
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Les chaines latérales de cet acide aminé peuventrétivées a proximité des centres actifs.
A 1630 cni, une bande qui correspond & une vibratitiHs") asymétrique de la Lysine,

mais avec un coefficient d’absorption molaire faible, est visibleZ0)

o
~
[Te]
—

—
0,0005 AAbs
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1600 1550 1500 1450 1400 1350 1300 1250 1200

Nombre d'onde / cm™

Figure 5.2.6 : Spectre différentiel infrarouge @xh) du cytochrome; a pH 8 dans la région spectrale comprise
entre 1600 et 1200 ¢chentre -500 et +500 mV.

Dans la deuxiéme région située entre 1610 et 1807 d’autres contributions de 'héme sont
& espérer (voir figure 5.2.6). La vibratiom@n (vs7) est visible & 1610 cthpar une bande

négative et & 1593 chpar une bande positive.

La région des vibrations de type Amide Il se simére 1570 et 1520 chCette bande est
composée a 60 % de déformation N-H et a 40 % dj@lbon C-N. Les propionates des
hémes déprotonés sont attendus dans la région Aimiags ces bandes se chevauchent avec

la contribution de chaines latérales des acideaé&sriéprotonées.

Une bande négative présente & 1535 @st probablement relative & la vibratigf€OO)
asymétriques des propionates des hemes. Une aande bpositive est attendue a 1570
cm™.(18) Quant & la vibration(COO) symétriques, elle est attendue entre 1358 et £610

A 1570 cn', la contribution de la vibrationCb de I'anneau porphyrine de 'héme nommé

vsg est discernablel{)

Un signal positif & 1393 cihest dans la zone ou la vibratioaNKCnommév.; est située.
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Enfin, la vibration de type @H nomméd,, de I'hémec a un signal positif & 1260 chet
négatif & 1240 et 1220 ¢chyui dépend de I'environnement des liaisons Hydneg@1)

Les Tyrosines contribuent avec la vibration du ey&-C) vers 1520 et 1504 mll refléte
la sensibilité des modes de I'anneau lors de ltopation du groupe phénol. D’autres bandes
peuvent étre attribuées a des vibrations de laslyeo Enfin a 1250, la vibraticg(COH) de

la Tyrosine est présent23)

Dans cette zone spectrale, des signaux typiquel amntribution des chaines latérales
d’autres acides aminés sont attendus (voir chapiirechniques de caractérisation). Le signal
positif & 1570 cil et négatif & 1535 cthreflétent les vibrations(COO) asymétrique
d’acides Aspartique et Glutamique. Les bandes spomdantes aux vibration§COOQO)
symétrique des acides aminés de type AspartiqGéueamique se situent entre 1434tet &
1407 cn.(23) Ces deux acides aminés sont forcément déprotanés pH. Pour I'acide
Glutamique, une bande a 1290 tneprésentant la vibratio(CC) est observée. Cependant,
la contribution d’autres bandes sont égalementeadse en compte. Pour pouvoir avoir une

assignation précise de chaque acide aminé, I'atadbfférents mutants est a envisager.

Dans la région spectrale comprise entre 1200 e 188", la contribution du tampon
phosphate est la seule attendue (voir annexe 1)ta@@on cause des vibrations P=0
spécifiqgues & 1160 et 1088 ¢nfvoir figure 5.2.7). Elles sont dues & la déprat@mn du
tampon et corrélées aux échanges de protons avpmiéine et les médiateurs suite au

transfert d’électrons24)
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Figure 5.2.7 : Spectre différentiel infrarouge ¢@xf) du cytochrome; a pH 8 dans la région spectrale comprise
entre 1200 et 1000 chentre -500 et +500 mV.
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3. Le cytochromecss,, substrat naturel de la cytochromec oxydase
3.1. Spectre UV/Visible

Un spectre UV/Visible pour le cytochroneg;; a pH 8 a été réalisé pour la forme oxydée et
réduite de la protéine. Les conditions sont les e®ue précédemment. Ce spectre sert a

contrler I'état redox de la protéine et a déteensa concentration.

416
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s
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Longueur d'onde / nm

520
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552
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380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600
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Figure 5.3.1 : Spectres UV/Visible du cytochromag a pH 8 dans sa forme oxydée (en noir) et dafsrsee

réduite (en rouge) aprés ajout de dithionite. Ecagrun zoom entre 500 et 600 nm.

Le spectre présente une bande d’absorption intemsenée bande de Soret, a 415 nm dans la
forme oxydée et a 416 nm pour la forme réduiter(figure 5.3.1). Pour les bandes Q, il y a
une contribution trés faible dans le spectre déotme oxydée. Pour la forme réduite, une
premiere bande se situe a 520 nm. La deuxiéme l@ndporte une contribution majoritaire
a 552 nm et un épaulement a 548 nm. C’est cettdebgni sera a l'origine du nom de la

protéine.b, 25.

3.2. Spectroscopie différentielle UV/Visible : détermindion du potentiel de demi-

vague

Le potentiel de demi-vague de la protéine est affedans le but de le comparer a celui de la

littérature et a celui obtenu pour le complexe.
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La figure 5.3.2 montre les spectres du dosage theclayomecss, dans la cellule OTTLE pour
des potentiels allant de -500 & +500 mV. Deux barsdat utilisées parmi les cing pour la
détermination du potentiel de demi-vague. A 423 lancontribution de la bande de Soret qui
permet de trouver ce potentiel est visible. Commn@nrécédemment les bandes Q se scindent
en deux bandes. L’épaulement a une intensité @ildef car son coefficient d’absorption

molaire est trop faible.

Le temps d’équilibre pour la forme entierement eegdest de 5 min et pour la forme
entierement réduite de 4 min aprés application abergiel. Il est ici de 15 min lorsque la
valeur du potentiel de demi-vague est proche.

Le potentiel obtenu pour le cytochromg; est E=-29 mV+ 2.8 pour n=1 (voir figure 5.3.3).
La valeur trouvée par Fee et al. qui est de -49 poientiel déterminé par adsorption sur une
surface d'orf) La difféerence entre les deux potentiels peut @igwer par la méthode
utilisée, en effet I'adsorption modifie le potetae fagcon conséquente. Si le dosage est
oxydatif ou réductif, la valeur du potentiel egfoiireusement la méme.

—
0,01 AAbs

T
400 450 500 550 600
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Figure 5.3.2 : Spectres du dosage du cytochm@meé pH 8 pour un potentiel de -500 & +500 mV enfi@ &t

600 nm. Le dosage est ici oxydatif.
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Figure 5.3.3 : Courbe de titration redox du cytochecss, a pH 8 effectuée sur la bande de Soret, le petedsi
demi-vague est : F=-29 mV+2.8 pour n=1.
3.3. Spectroscopie différentielle infrarouge

Le spectre du cytochromms, de T. thermophilusa été enregistré entre 1800 et 1200"@m
pH 8 entre -500 et +500 mV. Les différentes barsted répertoriees dans le tableau 5.3.1.
Des contributions des différents modes de I'hemdeet'environnement entourant l'unique

cofacteur sont attendues. Ce spectre n’a jamaidéétét auparavant.

Porphyrine et acides aminés

v

E’ropionates
des hémes Amidel  Amide Il

& P » <€
< Lo L] »

0,0004 AAbs

T T T T T T T T T T T T 1
1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200

Nombre d'onde / cm™

Figure 5.3.4 : Spectre différentiel infrarouge @xh) du cytochromess, a pH 8 dans la région spectrale
comprise entre 1800 et 1200 Centre -500 et +500 mV.
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Position de la bande (¢h Etat Tentative d’attribution

redox
1716 Ox v(C=0) Asp+Glu
1707 Red v(C=0) propionates des hemes
1695 Ox v(C=0) propionates des hemes
1686 Red v(C=0) propionates des hemes /Amide |
1674 Ox v(CN;sHs5)* Arg/Amide 1/v(C=0) propionates
des heme
1665-1650 Red/Ox Amide |
1645 Red Amide I/ vibration GCm (vs7)
1640 Ox Amide |
1630 Red v(CN3Hs)® Arg /5(NH3")* Lys/Amide |
1625 Ox d(NH2) Asn+GIn/Amide |
1610 Red Vibration CaCm (vz7)/Amide |
1597 Ox Vibration CaCm (v37)
1577 Red v(COO)* Asp+Glu
1565 Ox v(COO)* propionates des hémegCOO)*
Asp+Glu, CbCb vibration vzg) /Amide I
1554 Red Amide I
1545 Ox Amide I
1535 Red v(COO)™ propionates des hémeg(COO)*
Asp+GIU/Amide II
1520 Ox Tyr-OH
1504 Ox Tyr-O
1435 Ox v(COO)* Asp+Glu
1430 Red v(COO)* Asp+Glu
1420 Ox v(COO)* Asp+Glu
1410 Red v(COO)* Asp+Glu
1402 Ox v(COO)* Asp
1384 Red Vibration GaN (V41)
1366 Ox v(COO)* propionates des hémes
1346 Red v(CHy) Lys
1333 Red v(COO)*® propionates des hémes
1310 Ox v(COO)® propionates des hémes
1295 Ox v(CC),d3(CH) Tyr
1260 Ox Vibration QnH (d42)
1250 Red d(COH) Tyr
1240 Red Vibration OmH (d42)
1217 Ox d(CH) His

Tableau 5.3.1 : Tentative d’'assignements pourédetsp différentiel infrarouge (ox-red) du cytochmess, deT.
thermophilusa pH 8.
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Ce spectre se décompose en trois zones spectiateslistinctes : entre 1720 et 1600 tm
entre 1600 et 1200 chet entre 1200 et 1000 ¢mEntre 1800 et 1720 ¢h aucune
contribution n’est a noter (voir figure 5.3.4).
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Nombre d'onde / cm™

Figure 5.3.5 : Spectre différentiel infrarouge ¢exh) du cytochromess, & pH 8 dans la région spectrale
comprise entre 1720 et 1600 Centre -500 et +500 mV.

Dans cette premiere région, des contributions dastions C=0 du squelette peptidique qui
caractérisent la structure secondaire de la pmtsont attendues (voir figure 5.3.5). Cette
protéine est majoritairement composée d’héliacescomme le suggére la structure
cristalline.f) Sept bandes sont mises en avant qui décrivent cbhades éléments
structuraux. La bande négative a 1665 craprésente la participation des hélicesLes
feuillets p contribuent par des bandes négatives a 1645, di6B610 crt et positives & 1640
et 1625 crit D'autres contributions sont bien entendu attende@mme celles des boucles et
de la structure aléatoire du squelette peptidigu&686 et & 1674 ci I'apport des boucles
est visible. La structure aléatoire contribue &lts650 crit.(14, 15, 26

Dans cette région, des signaux typiques pour leatidn v(C=0) des propionates des hemes
protonés sont présents. Des signaux négatifs & 70886 crit et positifs & 1695 et 1674

cm* sont caractéristiques de cette vibration.

134



Des modes de l'anneau porphyrine sont aussi vssibamme la vibration &m (v37).
Généralement, sa contribution est attendue enf8 #61586 cm, dans notre cas elle est &
1645 cni-.(27)

Pour finir, des contributions des modes principaliacides aminés sont claires. Les
vibrationsv(C=0) des chaines latérales de l'acide Aspartiquéletamique protonées sont
présentes & 1718 €m Cette vibration dépend des liaisons Hydrogénenéess avec les
groupes COOH. Comme dans le cytochrarpela contribution d’acides aminés gu’ont les
deux protéines en commun se retrouve ici. L’Arggn@ontribue via deux modes de vibrations
distinctes, une vibration(CNsHs) asymétrique & 1674 chet sa vibration associé€éCNsHs)
symétrique & 1630 ci L'Asparagine et la Glutamine ont une bande & 1680 qui
représente la vibration(C=0) et & 1625 cthpour la vibratiors(NH.). Enfin, dans cette zone
spectrale, un dernier acide aminé la Lysine a warel® a 1630 cihgrace & sa vibration
S(NH3") asymétrique mais avec un coefficient d’absorptpus faible que la bande de
'Arginine.(28, 29
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Figure 5.3.6 : Spectre différentiel infrarouge ¢exh) du cytochromess, & pH 8 dans la région spectrale
comprise entre 1600 et 1200 Centre -500 et +500 mV.

Cette seconde région voit la contribution de digsrgibrations de 'héme et de divers acides
aminés (voir figure 5.3.6). Pour commencer, la leafichide 1l a plusieurs bandes positives et

négatives dans une région allant de 1570 & 1520 cm

Comme vue dans la premiére région spectrale, laibation de I'anneau porphyrine, grace a
la vibrationvs; & 1610 et 1597 cyse retrouve iciZ7)
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La vibrationvsg est présente & 1565 ¢(i7) ainsi que la vibrations; & 1384 crit.(30) Enfin,
une bande positive & 1260 ¢rat négative & 1240 c¢hraractérise la vibratiody,.(17)

D’autres signaux complémentaires sont aussi esgiBs cette zone comme la vibration
v(COO) asymétrique des propionates des hémes qui a amgebpositive & 1565 chet
négative & 1535 cth De plus, sa vibration associéCOO) symétrique est attendue entre
1366 et 1310 cih

La derniere contribution provient des différentgddas aminés. Pour commencer, une bande
positive & 1520 crh et une négative & 1504 ¢ndécrit la vibration de I'anneau de la
Tyrosine. Ces bandes ont un coefficient d’absompti@s fort.81) D’autres signaux de
Tyrosine sont visibles. A 1295 é¢hla vibrationv(CC) et8(CH) et & 1250 cih celle de la
vibration 3(COH) sont présenteg%) Puis, la contribution des acides Aspartiques et
Glutamique est présente. La contribution de la atibn v(COO) asymétriqgue est
généralement espérée entre 1580 et 1568 te bande est présente & 1577 et & 1565 cm
mais également & 1535 ¢mavec un coefficient d'absorption plus faible. Libration
associée/(COO) symétrique donne quatre bandes & 1435 et 1410 €mpendant, & 1402
cm* la vibrationv(COO) symétrique est visible uniquement pour I'acidet@mique.20, 29

Ces différentes attributions sont basées sur l&ties acides aminés individuels. Pour finir, la
contribution d’autres acides aminés comme par elenfg Lysine qui a une contribution a
1346 cnit avec sa vibration(CH,).(32) Enfin, I'Histidine contribue dans ce spectre 472
cm* grace a sa vibratios(CH).(33)

Dans la derniére région spectrale comprise ent@ ¥ 1000 cm, la contribution des
vibrations P=0 spécifiques du tampon est la setémdue. Elles sont dues a la déprotonation
du tampon et corrélées a I'absorption de protonmslggrotéine et des médiateurs suite au

transfert d’électrons2()

L'étude des différents complexes est maintenangiptes
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4. Les complexes

4.1.Le complexec-Css;

D’aprés la littérature, il n’existe aucune interast possible entre le cytochrome
mitochondrial et le cytochromes, de T.thermophilusLeur surface n’est pas optimale pour
une telle interaction, le cytochrometant composé de résidus Lysine qui entoure laécde
’héme.@B4) Le cytochromeess, nécessite une surface hydrophobe pour qu’uneaictien soit
possible. Il s’agit d’'un systeme de contréle. Oit dbserver une simple superposition des
deux signaux. Pour corroborer ces informationspdéentiel de demi-vague du complexe

formé est étudié.

4.1.1. Spectroscopie différentielle UV/Visible : détermindon du potentiel de

demi-vague

Le potentiel de demi-vague du complexe est compaeui des deux cytochromes isolés. La
figure 5.4.1 montre les spectres du dosage du @mplcss, dans la cellule OTTLE pour des

potentiels allant de -500 a +500 mV.
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Figure 5.4.1 : Spectres du dosage du comptexg, a pH 8 pour un potentiel de -500 a +500 mV en&i@ &t
600 nm. Le dosage est ici oxydatif.

Tout d’abord la bande de Soret posséde deux band&8 et a 402 nm. Enfin, les bandes Q

présentent également deux bandes a 549 et 519ainiigure 5.4.1).
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Le temps d’équilibre pour la forme entierement eegdest de 5 min et pour la forme
entierement réduite de 4 min apres application atergiel Il est ici de 15 min lorsque la

valeur du potentiel de demi-vague est proche.

Les valeurs trouvées sont demiE -35 mV+10.9 pour n=1 et ik= 50 mV+1.9 pour n=1
(voir figure 5.4.2). Ces valeurs sont a rapproatercelles obtenues par nos soins pour le
cytochromec etc; et celles obtenus par Moss et al. avec la méntale¢BS5) (Em(Css2)= -29

mV et Ey(c)= 45 mV).

Si les deux cytochromes isolés ont des valeurs dlegnées I'une de l'autre, les deux
potentiels sont donc observés. A l'inverse, sigetentiels sont séparés par moins de 50 mV
d’écart, un signal large et moyen est visible ¢ame peuvent pas étre différenciés. Ici, les
potentiels sont suffisamment éloignés, ils peuwdmic étre différenciés. Un calcul pour

trouver une seule valeur du potentiel marche égai¢ulans ce cas.

Nos premieres conclusions sont que les deux petsmies deux cytochromes sont présents et
ne sont pratiquement pas influencés car leurs petersont retrouvés. Le cytochrong,
s’oxyde et se réduit également vu qu’il n'y a pdsatdraction. En regardant le spectre du
dosage, la bande a 419 nm a d’abord une décrossarant de croitre lorsque le potentiel
augmente. Si le dosage est oxydatif ou réductif;alaur du potentiel est rigoureusement la

méme.

E_=-35mV:10.9
= B mom g g g
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Potentiel / mV vs. Ag/AgCl 3M KCI

Figure 5.4.2 : Courbe de titration redox du cytochec-css, a pH 8 effectuée sur la bande de Soret, les

potentiels de demi-vague sont;;;E-35 mV+10.9 pour n=1 et 5= 50 mV+1.9 pour n=1.
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4.1.2. Spectroscopie différentielle infrarouge-comparaison avec I'addition

arithmétique

Le spectre du complexacss, de T. thermophilusa été enregistré a pH 8 entre 1800 et 1200
cm® entre -500 et +500 mV (voir figure 5.4.3). Ce dpecest directement comparé a

'addition arithmétique, car les potentiels de demgue ne sont pas affectés.

Les deux spectres sont comparés dans la figurg. L.d.spectre arithmétique est pris comme
référence et est normalisé par rapport a la barid®2 cn' pour pouvoir mieux comparer les

deux spectres.

Le spectre infrarouge de I'addition arithmétique deux cytochromes est identique a celui du
complexe formé. Comme constaté precédemment age@deentiels de demi-vague, les
spectres se ressemblent ce qui confirme qu’il n'yas d’interaction entre ces deux

cytochromes.
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Figure 5.4.3 : Spectres différentiels infrarouge-@d) du complexe-css, (en rouge) et de I'addition
arithmétique (en noir) & pH 8 dans la région spéetomprise entre 1800 et 1200 temtre -500 et +500 mV.
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4.2.Le complexec;-c

De nombreuses études ont été effectuées sur dotten entre le cytochrone de différents
organismes, comme la levur®,. denitrificans Rhodobacter sphaeroidesnais jamais
T.thermophiluset le cytochromec de avec diverses techniqgues comme la RBB),(a
cristallographieg?) et la RPE.39)

Le cytochromec possede majoritairement des résidus Lysines chgpgs8itivement a sa
surface. Ces charges apparaissent comme étant fesgbles ce qui rend les interactions
électrostatiques a longue distance faiBl@).(l doit réagir avec des groupes carboxylatessissu
de son partenaire redox. Il est aussi connu gqueytechromec subit un changement de
conformation minime pendant le transfert d’élecsragt donc pendant la formation du
complexe.89) Dans le cytochrome;, les résidus localisés autour de la crevassehdenke
contribuent a cette interactiofid) D’aprées des études de différents mutants, l'atigon est
donc purement électrostatique et de nature coulemiei8, 41-43 Le transfert d’électrons se
fait d’héme a heme. Cette interaction est décefauis 1976 mais sans I'apport de la structure

cristalline elle était difficilement explicabld4)

La premiere structure cristalline a été réalisé@@d2 par Lange et Hunte (voir figure 5.4.4),
mais pour le cytochromiec, de I'organismeSaccharomyces cerevisigdh) Dans ce cas-1a,
l'interaction est gouvernée par des forces non imdaet donc les interactions sont
hydrophobes créant un site de contact trés conipg@ctrtant pour I'orientation du complexe.
Les contacts directs sont dominés par des forezsréstatiques qui stabilisent le complexe.
De plus, des interactions catiomsont trés importantes pour la liaison du compléé&g.ll en
résulte donc qu’'un modéle a deux pas est nécegsainedécrire I'association entre deux

partenaires redox.

Le rapprochement des deux partenaires se fait gminderactions électrostatiques a longue
distance. Une fois les deux partenaires assez @spcles interactions hydrophobes a courte
distance entrent en jeu pour permettre un transfélectron rapide. Ces interactions ne

conduisent & aucun changement dans les poterdd®ds des deux hemes? 49

Dans notre cas, un fragment soluble du cytochromest utilisé et surtout avec un autre

organisme que ceux des études menées.
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cytochrome ¢

cytochrome ¢,

Figure 5.4.4 : Description de l'interaction hémeweéentre le cytochron de Saccharomyces cerevisiatec
de coeur de boeeut®)

4.2.1. Spectroscopie différentielle UV/Visible : détermindon du potentiel de

demi-vague

Le ou les potentiels de demi-vague du complexe détgrminés et comparés a celui des deux
cytochromes isolés. La figure 5.4.5 montre les desadu complexe&;-c dans la cellule
OTTLE pour des potentiels allant de -500 a +500 mV.

Comme précédemment, quatre bandes sont mises ah haabande la plus intense est la
bande de Soret, elle a deux bandes a 417 et amM0OEnTfin, les bandes Q sont visibles a 550

et 520 nm.

Le calcul du potentiel se fait sur les quatre bandg@reés 5 min, la forme oxydée est visible et
apres 6 min la forme réduite. Un temps d’attent@@enin est nécessaire lorsque le potentiel

de demi-vague est proche de sa valeur.
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Figure 5.4.5 : Spectres du dosage du compitexed pH 8 pour un potentiel de -500 a +500 mV enf@ &t 600

nm. Le dosage est ici oxydatif.

Les valeurs trouvées sont £ -82 mV+ 12.1 pour n=1 et,z=70 mV+ 4.9 pour n=1 (voir
figure 5.4.6). Ces valeurs sont a rapprocher dese¢touvées pour les hémes individuels
(Em(c1)= -60 mV et E(c)= 45 mV). Un calcul pour trouver une seule valdurpotentiel
marche également dans ce cas. Si le dosage estifou réductif, la valeur du potentiel est

rigoureusement la méme. Nous constatons que lests sont Iégérement perturbés.
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Figure 5.4.6 : Courbe de titration redox du complexc a pH 8 effectuée sur la bande de Soret, les pelen
de demi-vague sont ;,FE=-82 mV+12.1 pour n=1 et,iz= 70 mV+4.9 pour n=1.
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4.2.2. Spectroscopie différentielle infrarouge

Le spectre du complexa-c de T. thermophiluentre 1800 et 1200 ¢h& pH 8 entre -500 et
+500 mV est réalisé. Il serait aussi intéressaniedsomparer a I'addition arithmétique des

deux cytochromes. Les bandes observées ont éti@gnéas dans le tableau 5.4.1.

Porphyrine et acides aminés

v

Propionates

des hémes Amide | Amide Il
t—rt——r¢—>

I
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Figure 5.4.7 : Spectre différentiel infrarouge fexh) du complexe;-c a pH 8 dans la région spectrale comprise
entre 1800 et 1200 ¢chentre -500 et +500 mV.

Trois zones spectrales sont distinctes : de 171618 cni', de 1610 cit & 1200 crit et de
1200 & 1000 cth Aucune contribution n’est visible entre 1800 @04 cmi* (voir figure

5.4.7).
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Position de la Etat

Tentative d’attribution

Cytochrome Cytochrome

bande (crif)  redox C1 c
1702 Ox v(C=0) propionates des
hemes
1693 Red v(C=0) propionates des X
héme/ Amide |
1684 Ox v(C=0) propionates des
heme / Amide |
1667 Red Amide |
1657 Ox Amide | X
1645 Red Amide I/ vibration GCm X
(Vs7)
1630 Ox V(CN:‘;H5)S Arg /S(N H3+)as X
Lys/ Amide |
1621 Red  §(NH3")* Lys/Amide |
1615 Ox Amide | X
1610 Red Vibration CaCm (vs7) X
1593 Ox Vibration CaCm (vs-) X X(Red)
1575 Ox  v(COO)* propionates des
hémed v(COO)*®
Asp+Glu/ vibration ®Cb
(v38)/Amide I
1535 Red v(COOQO)* propionates des X X
hémed v(COO)*®
Asp+GIU/Amide I
1520 Ox Tyr-OH X X
1513 Red Tyr-OH X
1504 Ox Tyr-O X X
1430 Red v(COO)* Asp+Glu X
1420 Ox v(COO)* Asp+Glu X X
1393 Ox Vibration CaN (Vv41) X
1384 Red Vibration CaN (va1) X
1376 Ox Vibration GaN (v41) X
1366 Ox  v(COO)* propionates des X
hémes
1358 Red v(COO)® propionates des X X
hémes
1310 Ox  v(COO)* propionates des
hemes
1252 Ox Vibration OmH (d42)
1237 Red Vibration QnH (d42)

Tableau 5.4.1 : Tentative d’'assignements pouréetsp différentiel infrarouge (ox-red) du complexe deT.
thermophilusavec l'attribution individuelle des bandes poucy#ochromec; etc a pH 8.
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Figure 5.4.8 : Spectre différentiel infrarouge (ext) du complexe;-c a pH 8 dans la région spectrale comprise
entre 1710 et 1600 ¢chentre -500 et +500 mV.

Les deux cytochromes sont majoritairement domirggsdes hélices., il n’est donc pas
etonnant d’en trouver dans ce complexe (voir figbrd.8).6, 16§ La bande Amide |
contribue entre 1690 et 1610 ¢mll faut noter également que le nombre de bandéseptes
pour chaque élément structural n'a pas de rapp@t aon pourcentage dans la structure
secondaire mais a un rapport avec les changememtsmtgrviennent en fonction de la
réaction redox. Les feuillefs contribuent avec plusieurs bandes a 1693, 1630 &61615
cm™. A 1684, 1667 et 1645 chla présence des boucles et de la structure aksata

squelette peptidique est claire. Enfin, les hélicparticipent avec la bande & 1657tm

Les propionates des hémes sont également présdntg2aet 1684 crh avec des bandes
positives correspondant & la vibratiC=0) et & 1693 cthavec une bande négative issue de

la méme vibration.

Outre ces bandes, des vibrations provenant dedanmporphyrine et des chaines latérales
d’acides aminés sont attendues. La vibratigncaractéristique de I'anneau porphyrine est
présente a 1645 ch(27) L’acide aminé Arginine contribue & 1630 trgrace a sa vibration
v(CNsHs) symétrique et I'acide aminé Lysine a deux bar@ld$30 et 1621 cihdues & sa
vibration3(NHs") asymétrique49)
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Figure 5.4.9 : Spectre différentiel infrarouge ¢ex) du complexe;-c & pH 8 dans la région spectrale comprise
entre 1600 et 1200 chentre -500 et +500 mV.

Pour la seconde région entre 1610 et 1200,dmbande Amide Il contribue principalement
entre 1575 et 1520 c¢h{voir figure 5.4.9).

Des vibrations associées aux propionates des heamgsvisibles dans la région amide I,
mais il y a un chevauchement de certaines bandsslay vibrations des chaines latérales des
acides aminés. La vibratiofCOQO) asymétrique des propionates des hémes est aiséeté
par deux bandes. Une bande positive est présetd@3cnt et une autre négative a 1535
cm™. La vibration v(COO) symétrique est visible a 1366 et 1310 cavec une bande

positive et & 1358 cthavec une bande négative.

Des vibrations de l'anneau porphyrine sont aussibl@s dans cette zone spectrale. La
vibration CaCm(vs;) contribue a 1610 et 1593 &mA 1575 cnf, la vibrationCbCb (vsg) est
visible. Puis la vibration &N (v41) participe au spectre grace a trois bandes 13934 &t
1376 cnt. Enfin, & 1252 et 1237 chla contribution de la vibratioBmH (54,) est visible.

Pour finir, la présence de vibrations des chaiaéérdles d’'acides aminés est claire. Les
vibrationsv(COQ) asymétriques de I'acide Aspartique et Glutamigeieetrouvent a 1575 et
1535 cn, ainsi que leurs vibration§COO) symétriques & 1430 et 1420 tm

La Tyrosine est visible & 1520, 1513 et 1504 @réce & sa vibration de I'anneau Tyrosine.

D’autres acides aminés sont présents comme I'A¢aeida Valine.
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Pour la région entre 1200 et 1000 tnfa contribution des vibrations P=0O spécifiques du

tampon domine le spectre comme dans les autreSipest

Il est intéressant a présent de comparer ce spdetommplexe avec l'addition arithmétique

des deux cytochromes isolés.
4.2.3. Comparaison avec l'addition arithmétique

Les deux spectres sont comparés dans la figurg(5.des spectres ne se ressemblent pas ce

qui confirme qu’une interaction est présente.
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Figure 5.4.10 : Spectres différentiels infrarouge-fed) du complexe;-c (en rouge) et de I'addition
arithmétique (en noir) & pH 8 dans la région spéetromprise entre 1750 et 1550 temtre -500 et +500 mV.

Le spectre arithmétique est pris comme référenastehormalisé par rapport a la bande a

1692 cni pour pouvoir mieux comparer les deux spectres.

On note quelques différences principalement darsotee spectrale comprise entre 1684 et
1575 cm* (voir figure 5.4.10). Cette zone spectrale regeolgs bandes Amide | et Amide Il

et d’'autres bandes comme les propionates des hé&Geeshangement dans cette zone
spectrale n’a rien d’étonnant puisqu’'un changentEntconformation est attendue pour la

formation de ce complexe.
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Les difféerences et les nouvelles bandes sont coésgdans le tableau 5.4.2. Trois nouvelles
bandes apparaissent qui ne sont pas présentetepmmplexe mais qui apparaissent lors de
I'addition arithmétique. Ces bandes sont situéd$@0, 1565 et 1554 chet proviennent
toutes du cytochromec. Elles sont attribuées principalement aux vibraia(COO)
asymetriques de type carboxylate pour les acidgsmamigue et Glutamique. Il n'est pas
étonnant de voir ces vibrations dans cette zonetrshe, elles sont généralement situées dans
une gamme tres large. De plus, ces bandes dépetgirtment des liaisons Hydrogene. Les
liaisons Hydrogene jouant un réle dans la structergaire du complexe, un changement de
la structure du complexe est donc envisagé. Cepénciette conclusion n’est pas définitive,
ces trois bandes se situant dans une région sigectimplexe, un assignement définitif ne

peut se faire que grace a un marquage de ces dieles aminés.

Position de la Etat Positionde la  Etat Tentative d’attribution
bande dans le  redox bande pour redox
complexe (crt) I'addition
arithmétique
(cr)
1684 Ox 1675 Ox v(C=0) propionates des hemles
Amide |
1667 Red 1663 Red Amide |
1657 Ox 1652 Ox Amide |
1645 Red 1644 Red Amide I/ @m vibration {37)
1621 Red 1625 Red S(NH3z"* Lys/Amide |
1615 Ox 1614 Ox Amide |
1610 Red 1607 Red Vibration @Cm (vs7)
1600 Ox  v(COO)* Asp+Glu (carboxylates)
1593 Ox 1596 Red Vibration @m (vs7)
1575 Ox 1580 Ox  v(COO)* propionates des hémes
v(COO)® Asp+Glu/ vibration
CbCb (vsg)/Amide I
1565 Red v(COO)* Asp+Glu/Amide I
1554 Ox v(COO)* Asp+Glu/Amide I
1252 Ox 1250 Ox Vibration @H (d42)
1237 Red 1244 Red Vibration @H (d42)

Tableau 5.4.2 : Tentative d’assignements pouréetsp différentiel infrarouge (ox-red) du complexe
comparé avec son addition arithmétiquerdénermophilus pH 8.
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D’autres bandes sont bien entendues communes awx spectres, certaines subissent un
décalage. Il est intéressant de noter que certaieaes bandes ne sont pas issues des deux
cytochromes isolés ce qui renforce notre hypotljg@dae interaction existe bel et bien.

De plus, certains cytochromesmitochondriales subissent un changement de coattym
dont le plus important se situe a la base de I'héniecalisé dans les groupes propionates. En
conséqguence, un changement de conformation entiamenodification dans les propionates
des hemes et donc dans le potentiel de demi-vaduedéplacement de ces bandes ou un

changement d’état redox peut expliquer ce phénomeéne

Les décalages les plus flagrants ont lieu pourplepionates des hémes. Tout d’abord la
bande & 1684 crmest déplacée & 1675 ¢nCette bande est & attribuer a la vibratit®=0)
des propionates des hémes. De méme, un déplacestemité de 1575 & 1580 ¢rpour la
vibration v(COQ) asymétrique des propionates des héemes. Ces diomauwle la longueur
d’'onde lors de I'addition arithmétique montrent cimangement d’environnement pour les

propionates des hemes.

Le potentiel de demi-vague d’'une protéine est déte¥ par la nature du ligand axial relié a
’héme mais également par les groupes fonctioniogisables situés loin ou a proximité de
’héme.60) L’'absence ou la présence de sous-unités affeekem@ent le potentiel. Il a été
proposé que l'interaction entre les chaines latérdkes propionates des hémes et les charges
positives des ions ferrigues détermine la valeur padtentiel et joue un rble dans le
changement de conformation di a I'état redox. Gemi@l varie avec le pH a cause de la
présence de l'anion propionate qui régule le patb(El-53 L'étude de I'hémine et du
cytochromec a montré que la protonation/déprotonation desipnapes influence le potentiel

de demi-vague de la protéire4( 59

D’aprés nos études, il y a bien une interactioneects deux hémes et donc les potentiels sont
légerement modifiés. Or, un changement d’envirorergrou d’état redox des propionates des
hemes est visible ce qui implique une modificatida potentiel constatée ici. Les
cytochromesc; et ¢ ne peuvent pas étre partenaires car ils ont toylement la méme

fonction.

Pour confirmer nos conclusions, il est intéressdigtudier la structure cristalline de ce
complexe. Cette interaction est bien connue pofférdnts organismes mais pas pour le
cytochromec; deT. thermophilug45)
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4.3. Etude de l'interaction entre le cytochromec; et Css;
4.3.1. Introduction

Janzon et al. présentent l'interaction entre leodytomec; et css, pour I'organismeP.
denitrificans(56) L'organismeP. denitrificansest utilisé parce gu'il est analogue au systéme
mitochondrial et permet de créer des mutants aescsgecificités trés différentestf Il est
capable également de réduire 'oxygéene molécufsre une large gamme de concentrations
en oxygeneq8) Le cytochromecss, est un donneur dédié pour le cytochromexydase de
type aas. Le super complexe formé par le cytochroaae et le cytochroméddc, participe au
transfert d’électrons50-61) Le cytochromec; a comme partenaire redox le cytochroee.
Une récente étude a montré un transfert d’électir@ssefficace entre ces deux partenaires. Il
est aussi apparu qu’'il n’y a pas d'implication dieedu groupe N-terminale du cytochrome
dans I'attraction électrostatique avec le cytocteass,.(62)

Dans T.thermophilus l'interaction entre ces deux cytochromes est byldobe d’aprés la
nature de la surface de ces deux protéib@s.[) Le cytochromecss, ne possede pas de
résidus chargés a sa surface a proximité de I'H@jriees résidus Lysine présents autour de la
crevasse de I'heme jouent un role central dans cette interactit).(Cette conclusion est
soutenue par différentes études de déterminatigirdetures de complexes qui relevent que
des petits sites de contact existent et interagisp@ce a des interactions hydrophol3s.(
45, 63 Ces interactions hydrophobes ont pour effet wamdfert d’électrons rapide car
'organisation spatiale autour de I'hnéme est fabltegala pénurie de charges dans cette
interaction montre I'importance des forces nontétetatiques durant cette réaction. La
méme situation est rencontrée pour I'interactioimecke css, et le Cu.(64) Ainsi, la constante
d’équilibre de l'interaction entre ces deux proéSira été calculée (K= 1.1. La réaction est
donc équilibrée et suggére qu’elle approche latéimmposée par la diffusion, on peut donc

en conclure que les deux cytochromes sont physeglegient partenairedq)

4.3.2. Détermination de la structure secondaire du complex grace a I'étude de

la bande Amide |

Pour déterminer la structure secondaire de ce @maplune déconvolution sur la bande

Amide | issue d’'un spectre RTA est effectuée (figure 5.4.11).
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Figure 5.4.11 : Spectres infrarouge de la banded&rmpour le complexe;-css, (en rouge), le cytochroneg (en

noir) etcss,(en bleu) a pH 8.

Cette bande se situe entre 1700 et 1608 entorrespond aux vibrationC=0) du squelette
peptidique qui donnent sur les différents pouragedades éléments structuraé®)(La figure
5.4.12 présente ces différentes bandes normaligfies.n’ont pas toutes le méme maximum.
Ce maximum renseigne sur I'élément de structurerskaire prédomine. Le cytochroroga
une bande plus large avec un maximum qui se sie M55 cil qui représente les hélices
a. Pour le cytochromess; et le complexe, le maximum se situe vers 1660668 m'. Ces
deux longueurs d’ondes sont caractéristiques diksehé& mais également de la structure
aléatoire.(5, 66, 67

En utilisant la dérivée seconde de chaque specae ealculant quantitativement la superficie
de chague composante représentant un type deustrsetcondaire, le pourcentage de chaque

élément structural pour ces trois protéines estéeluit.

Les résultats sont consignés dans le tableau 5M/@nt de commenter le tableau, il est
important de souligner que ces valeurs serveng jdstcontréle et permettent éventuellement
de justifier nos conclusions. Il faut savoir querteur de calcul est de I'ordre de 10 % ce qui
empéche de conclure sur le réel pourcentage dauehél@ment structural. Cependant, une
composante se détache dans chaque cas. Pour throytec,, il est clair que les hélicas
prédomineront la structure avec une contributioendiron 60 %. Pour le cytochronoes,,
une domination des hélicesavec un pourcentage non négligeable de feupletst constatée.
D’apres la structure cristalline, les héliecedominent principalement la structufs).(
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Enfin, pour le complexe&;- Cssp, il Yy @ un pourcentage tres important de d’hélicest de
feuillets B qui prévalent dans la structure. Grace a ces Isaleucomplexe est bien formé car
il n'a pas les mémes pourcentages qu’un des detocloypmes isolés. En outre, sa structure

secondaire est prédominée par les hélicesine modification de la structure n’est pas
énergétiquement favorable.

Structure secondaire Hélicea Feuilletsp Boucles+
en % Structure aléatoire
Cytochromec; 59 30 11
Cytochromecss, 55 38 7
Complexec;-Cssp 1:1 60 35 5
Tableau 5.4.3 : Pourcentage des différents élénstmisturaux issus de la structure secondaire lgotomplexe

C1-Css,, les cytochromes; etcss, a pH 8.

4.3.3. Spectre UV/Visible

Pour le complexe;- css2 a pH 8, un spectre UV/Visible a été réalisé pauiokme oxydée et
réduite de la protéine. Le passage a la forme t&dei fait de maniére réversible par un ajout

de dithionite de sodium (N&0,.2H,0). Ce spectre permet de le comparer a celui des
cytochromes isolés (voir figure 5.4.12).
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Figure 5.4.12 : Spectres UV/Visible du complexess, a pH 8 dans sa forme oxydée (en noir) et dangragef

réduite (en rouge) aprés ajout de dithionite.
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La bande de Soret est la bande la plus intengeselsitue a 411 nm dans sa forme oxydée et
a 418 nm dans sa forme réduite. Pour cette baadmnitribution des deux hemes est claire.
Pour les bandes Q, il y a une contribution trésléaflans le spectre de la forme oxydée. Pour
la forme réduite de la protéine, des bandes plienhges a 520 et 552 nm sont visibles. Ce
spectre est comparé par rapport au spectre despietéines isolées. Pour la bande Q, le
spectre est quasiment identique. En revanche, lpcaande de Soret, un décalage est présent
par rapport aux deux protéines d’environ 3 nm patdiorme oxydée et de 4 nm pour la forme
réduite. Le complexe a donc son spectre d’absarpmfio lui est propre avec la contribution

des deux hemes.

4.3.4. Spectroscopie différentielle UV/Visible : détermindon du potentiel de

demi-vague

Le potentiel de demi-vague du complexe est détermiinest ensuite comparé a celui des
deux cytochromes isolés. La figure montre les spealu dosage du complege Css, pour
des potentiels allant de -500 a +500 mV dans laleeDTTLE.
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Figure 5.4.13 : Spectres du dosage du complekg;,; & pH 8 pour un potentiel de -500 & +500 mV enf@ &

600 nm. Le dosage est ici réductif.

La bande la plus intense est la bande de Sorefegsitue a 418 nm. La bande Q quant a elle a
deux bandes a 521 et 551 nm. Le calcul du potesgiéit donc sur la bande de Soret et sur la

bande Q (voir figure 5.4.13).
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Apres 15 min, la forme complétement oxydée estiratteet aprés 10 min la forme
complétement réduite. Un temps d’attente de 60 estmécessaire lorsque les deux valeurs

sont proches de celles des potentiels de demi-vague

Ce spectre ressemble plus a celui du cytochm@gaecependant deux potentiels bien distincts
sont trouveés : = -275 mV+11.6 pour n=0,9 etz= 19 mV+4.5 pour n=0,9 (voir figure
5.4.14). Ces deux potentiels sont tres différentsalix des deux cytochromes isolég(¢P=

-60 mV et E(Ccss0)= -29 mV). Une interaction existe bel et bien, desix potentiels sont donc
déplacés mais il est impossible de savoir, poandenent, a quel cytochrome est relié chaque
potentiel. Si le dosage est oxydatif ou réductifyvaleur du potentiel est rigoureusement la

méme.

E_=-275mV:11.6
i\\ n=0,9
F ™
s \| E_=19mV:4.5
.\ m2
\ n=0,9
-6:1)0 ' »4:1)0 ' »2:1)0 ' (I) ' 2(I)0 ' 4(I)0 ' 6(I)0

Potentiel / mV vs. Ag/AgCI 3M KCI

Figure 5.4.14 : Courbe de titration redox du compla-css, a pH 8 effectuée sur la bande de Soret, les
potentiels de demi-vague sont de;;®£275 mV+11.6 pour n=0,9 et,z= 19 mV+4.5 pour n=0,9.

4.3.5. Spectroscopie différentielle infrarouge

Le spectre du complex@-css, de T. thermophilusa été enregistré entre 1800 et 1200'@m

pH 8 entre -500 et +500 mV. Les différentes barsted répertoriées dans le tableau 5.4.4.
Des contributions entre autres des différents moésshémes et de son environnement sont
attendues. Il est comparé au spectre arithmétiqage dtux cytochromes. Or, comme ce

complexe possede deux potentiels de demi-vaguestilpossible, dans une gamme de

potentiel choisi, d’obtenir la contribution d’unsddeux hemes uniquement.
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Un potentiel entre -500 et +500 mV est appliquér@woir la contribution des deux héemes.
Puis des pas sont effectués entre -500 et -50 m&htee -50 et + 500 mV pour voir une

contribution d’'un des deux hemes uniquement.

Porphyrine et acides aminés

<&
<

Propionates
des hémes Amidel Amide Il

& »e » >
< > < L L

v

0,0002 AAbs

T T T T T T T T T T T T 1
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Nombre d'onde / cm™

Figure 5.4.15 : Spectre différentiel infrarouge-(ex) du complexe;-css; & pH 8 dans la région spectrale

comprise entre 1800 et 1200 Centre -500 et +500 mV.

Trois zones spectrales sont distinctes : de 17B80@ cnt, de 1600 & 1200 chret de 1200 a
1000 cni. Aucune contribution n’est attendue entre 1800780 cm* (voir figure 5.4.15).
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Position de  Etat Tentative d’attribution Cytochromec; Cytochromecss;
la bande  redox

(cm™)
1735 Ox v(C=0) Asp+Glt
1716 Ox v(C=0) Asp+Glu X
1707 Red  v(C=0) propionates des X
heme
1695 Ox Vv(C=0) propionates des X
héme /Amide |
1686 Red v(C=0) propionates des X
héme /Amide |
1665 Red Amide | X
1657 Ox Amide | X X
1645 Red Vibration CaCm X X
(vs7)/Amide |
1630 Ox S(NH3z"* Lys/Amide | X X
1625 Red &(NH,) Asn+GIn/Amide | X(Ox)
1610 Red Vibration CaCm X X
(v37)/Amide [
1593 Ox Vibration CaCm (v37) X
1577 Ox v(COO)* Asp+Glu X(Red)
1550 Red Vibration CaCm (v37)/
Amide Il
1535 Red v(COO)* propionates des X X
hémes #(COO)*
Asp+Glu / Amide |
1520 Ox Tyr-OH X X
1504 Ox Tyr-O X X
1420 Ox v(COO)* Asp+Glu X X
1407 Red v(COO)* Asp+Glu X
1393 Ox Vibration CaN (v41) X
1384 Red v(COO)® propionates des X
héme
1366 Ox  v(COO)® propionates des X
héeme
1346 Red v(CH,) Lys X
1331 Ox  v(COO-)y propionates des X
heme
1310 Ox  v(COO-Y propionates des X X
heme
1260 Ox Vibration QmH (d47) X X
1240 Red Vibration QmH (d42) X X
1217 Ox d(CH) His X

Tableau 5.4.4 : Tentative d’assignements pouréetsp différentiel infrarouge (ox-red) du complexesss, de
T. thermophilusavec I'attribution individuelle des bandes poucy¢ochromec; etcss, a pH 8 entre -500 et +500
mV.
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Figure 5.4.16 : Spectre différentiel infrarouge-(ed) du complexe;-css, a pH 8 dans la région spectrale
comprise entre 1750 et 1600 Centre -500 et +500 mV.

Entre 1750 et 1600 ch des signaux typiques de la réorganisation demeslés structuraux
couplés au transfert d’électrons sont présents figuire 5.4.16). Cependant, des signaux des
hémes sont aussi espérés dans cette zone spddtralbande positive & 1695 ¢meprésente

la vibration v(C=0) d’'un des propionates des hémes. A 1707 e6 188", deux bandes
négatives sont également caractéristigues des gmaieis des hémes7) Outre la
contribution de la structure secondaire, & 164301& 1594 c la vibration de type &Cm

de I'anneau porphyrine de 'heme nomwmegest attenduelQ)

Enfin, dans cette zone spectrale, il y a égalerdeatcontributions des chaines latérales des
acides aminés. A 1735 et 1716 tnies vibrations/(C=0) protonés des acides Aspartique et
Glutamique sont présentes. A 1630 tmine bande correspond a une vibratigNHs")
asymeétrique de la Lysine mais avec un coefficiéalbgbrption molaire trés faible. Enfin, les
vibrations3(NH,) de I'’Asparagine et de la Glutamine sont visitilek625 crit.(20)
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Figure 5.4.17 : Spectre différentiel infrarouge-(ex) du complexe;-css; & pH 8 dans la région spectrale
comprise entre 1600 et 1200 Centre -500 et +500 mV.

Dans la deuxiéme région située entre 1600 et 180F) d’autres contributions de I'héme sont
a espérer ainsi que celle des vibrations d’Amidévdlir figure 5.4.17). Ces vibrations se
situent entre 1570 et 1520 ¢m

Ici, les propionates des hémes déprotonés sontdagedans la région Amide Il mais ces
bandes se chevauchent avec la contribution de ehalatérales des acides aminés
déprotonées. Une bande négative est présente achB3®t décrit la vibrationv(COO)
asymetrique des propionates des hemes. Sa vibrassocieev(COO) symétrique est
attendue entre 1384 et 131019

Comme dans la premiére zone spectrale, des cotibrisude I'anneau porphyrine avec les
vibrations vs; entre 1610 et 1550 ¢mvs; a 1393 crit et 94 & 1262 et 1240 crsont

espéréesl(?)

Pour terminer, une contribution trés grande dedegcaminés est attendue. La vibration du
cycle (C-C) des Tyrosines a une bande & 1520 et @¢80. Il refléte la sensibilité des modes
de I'anneau lors de la protonation du groupe phdrekignal positif & 1577 chet négatif &
1535 cni reflétent les vibrations(COO) asymétrique des acides Aspartique et Glutamique.
Les vibrations/(COO) symétrique associées se situent & 1420 et 1437423

Pour la Lysine, la vibratiop(CH,) est visible a 1346 ct Pour I'Histidine, une bande & 1217

cm’* représentant la vibratici{CH) est observée.
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Dans la derniére zone spectrale entre 1200 et ¢000 la contribution du tampon avec ses
vibrations P=0 spécifiques du tampon est la seutsemte ici. Elles sont dues a la
déprotonation du tampon et corrélées par I'absomptie protons par la protéine et des

meédiateurs suite au transfert d’électra2é).(

Il est intéressant a présent de comparer ce spacte I'addition arithmétique des deux

cytochromes isolés.
4.3.5.1. Comparaison avec I'addition arithmétique

La figure 5.4.18 présente la comparaison entredees spectres. A premiere vue les deux
spectres ne se ressemblent pas ce qui signifiengunteraction existe. Cette conclusion est

renforcée par les deux potentiels de demi-vague/é® précédemment.

0,0015 AAbs
1568

1695 1693

\
L

T T 1 T T
1720 1700 1680 1660 1640 1620 1600 1580 1560 1540 1520 1500

Nombre d'onde / cm™

Figure 5.4.18 : Spectres différentiels infrarouge-fed) du complexe;-Css, (en rouge) et de I'addition
arithmétique (en noir) & pH 8 dans la région spéetomprise entre 1720 et 1500 cemtre -500 et +500 mV.

Le spectre arithmétique est pris comme référenasstehormalisé par rapport a la bande a

1708 cni pour pouvoir mieux comparer les deux spectres.

On note quelques différences principalement darsotee spectrale comprise entre 1700 et
1500 cnt* (voir figure 5.4.18). Cette zone spectrale regeoypincipalement les bandes

Amide | et Amide Il et d’autres bandes plus impotés comme les propionates des hemes.

Les difféerences et les nouvelles bandes sont coésgdans le tableau 5.4.5. Trois nouvelles

bandes apparaissent qui ne sont pas présentetelbasidition arithmétique.
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Il s’agit des bandes & 1686, 1625 et 1550"chm premiére bande représente la vibration
v(C=0) des propionates des hémes. La deuxiéme kaiée5 crit contient la contribution
de la bande Amide | et de la vibratidfiNH,) de I'Asparagine et de la Glutamine. La derniere
bande & 1550 cthcaractérise la vibrationaCm de I'anneau porphyrine/{;). De plus un
décalage attire notre attention. Il s’agit de ladmqui passe de 1695 a 1693'crRlle est
attribuée a la vibrationv(C=0) des propionates des hémes, ce décalage esh di
'environnement des propionates des hemes quiiéstesht dans le complexe. L'interaction a

donc modifié les potentiels de demi-vague des dheumes.

Position de la Etat Position de la Etat Tentative d’attribution
bande dans le  redox bande pour redox
complexe (cr) I'addition
arithmétique
(cm™)
1695 Ox 1693 Ox v(C=0) propionates des hemes /
Amide |
1686 Red Vv(C=0) propionates des hemes
/Amide |
1645 Red 1646 Red Vibration @Cm (vz7)/Amide |
1625 Red 8(NH3) Asn+GIn/Amide |
1594 Ox 1592 Ox Vibration @Cm (vs7)
1577 Ox 1568 Ox v(COO)* Asp+Glu
1550 Red Vibration GCm (vz7) /Amide I

Tableau 5.4.5 : Tentative d’assignements pourdetsp différentiel infrarouge (ox-red) du complexeess,
comparé avec son addition arithmétiquerdénermophilus pH 8.

Cette comparaison a déja permis de mieux compresette interaction, I'étude des pas de
potentiel permet de mieux comprendre le phénoméaespectre différentiel est, a présent,
effectué entre -500 et -50 mV puis entre -50 €08 @mV.

4.3.6. Etude du premier pas : -500/-50 mV

Ces spectres sont bien entendus comparés a ceynxxalémes seules. Le but est de trouver
guel cytochrome prédomine dans ce cas et ainsigioidentifier chaque potentiel de demi-
vague. Le temps d’équilibre pour obtenir la fornkginement oxydée est de 13 min et pour la

forme pleinement réduite de 12 min aprés applioatio potentiel pour les deux plages.
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Porphyrine et acides aminés

v

Propionates
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Figure 5.4.19 : Spectre différentiel infrarouge-(ed) du complexe;-css, a pH 8 dans la région spectrale
comprise entre 1800 et 1200 ¢tme -500 & -50 mV.

Les bandes sont consignées dans le tableau 5.4.6.

Ce spectre se décompose en trois zones spectiateslistinctes: de 1730 & 1600 ¢nde
1600 & 1200 cthet de 1200 & 1000 ¢émAucune contribution n'est constatée entre 1800 et

1730 cn (voir figure 5.4.19).
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Position de la Etat Tentative d’attribution Cytochromec; Cytochromecss;

bande (crif)  redox

1719 Ox v(C=0) Asp+Glu
1700 Ox v(C=0) propionates des hemes
1707 Red v(C=0) propionates des hémes X
1682 Ox v(C=0) propionates des hemes
1665 Red Amide | X
1655 Ox Amide |
1645 Red  Vibration CaCm (va7)/Amide | X X
1635 Ox Amide |
1584 Red v(COO)* propionates des hémes
1557 Ox v(COO)* propionates des hémes

/ Amide I
1545 Ox  v(COO)* propionates des hémes X

/ Amide 1l
1535 Red v(COO)* propionates des hémes X X

/ v(COC)** Asp+GluAmide I

1515 Red Tyr-OH
1504 Ox Tyr-OH
1490 Red Tyr-O
1434 Ox v(COO)* Asp+Glu X(Red)
1424 Ox v(COO)* Asp+Glu
1377 Ox Vibration GaN (v41)
1366 Ox v(COO)* propionates des hémes X
1333 Red v(COO)® propionates des hemes X
1310 Ox v(COO)* propionates des hémes X X
1280 Red v(CO)* Tyr
1262 Ox Vibration OmH (d42) X
1240 Red Vibration OmH (d42) X
1215 Ox d(CH) His

Tableau 5.4.6 : Tentative d’assignements pouréetsp différentiel infrarouge (ox-red) du complexesss, de
T. thermophiluentre -500 et -50 mV avec l'attribution individleetles bandes pour le cytochromet css,

entre -500 et -500 mV a pH 8.
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Figure 5.4.20 : Spectre différentiel infrarouge-(ex) du complexe;-css; & pH 8 dans la région spectrale
comprise entre 1730 et 1600 ¢tme -500 & -50 mV.

Dans cette premiére région, les bandes représdatatrticture secondaire de la protéine sont
caractérisées (voir figure 5.4.20). Toutefois, lesurcentages des difféerents éléments
structuraux ne peuvent pas étre déterminés. Uneebaositive & 1682 cihet une négative a
1645 cni représentent les boucles et la structure aléatsige du squelette peptidique.
D'autres contributions sont bien attendues, cometies des feuillet§ & 1635 crit. Enfin, &
1665 et 1655 cih la participation des hélicesest attendueld, 15, 26

Dans cette région, il y a également la présencagiaux typiques pour la vibratiafiC=0)
des groupes carboxyliques protonés avec des bauditives a 1700 et 1682 cnet une
bande négative & 1707 ¢m

Des modes de I'anneau porphyrine sont aussi vsibtenme la vibration &m (vs7). Sa
contribution est attendue entre 1655 et 1588,dni elle est & 1645 ch(27)

Pour finir, des contributions des modes principaliacides aminés sont présentes. Les
vibrationsv(C=0) des chaines latérales de l'acide Aspartiquéletamique protonées sont

prévues & 1719 cf
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Figure 5.4.21 : Spectre différentiel infrarouge-¢ex) du complexe;-css; & pH 8 dans la région spectrale
comprise entre 1600 et 1200 tue -500 & -50 mV.

Cette deuxieme région voit la contribution de laration de 'heme et de divers acides
aminés (voir figure 5.4.21). La bande Amide Il agiturs bandes positives et négatives dans
une région allant de 1570 & 1520tm

Comme dans la premiere région spectrale, I'annegphgrine contribue grace a la vibration
Va1 a 1377 crt.(30) Enfin, une bande positive & 1262 et une négadiva240 crit

caractérisent la vibratiaofy,.(17)

D’autres signaux complémentaires sont aussi espfrgs cette zone comme la vibration
v(COQO) asymétrique des propionates des hemes qui aephssbandes positives a 1557 et
1545 cnt et négatives a 1584 et 1535 tmDe plus, sa vibration associé¢COO)

symétrique est attendue entre 1366 et 1316.cm

La derniere contribution provient des chaines &éédrdes différents acides aminés. La région
discutée est trés complexe et de nombreux signaukfigérents acides aminés se superposent.
Ces difféerentes attributions sont basées sur l&tdds acides aminés individuels. Pour
commencer, deux bandes positives & 1515 et 1504etmne négative a 1490 ¢rdécrivent

la vibration de la Tyrosine. Ces signaux obsereés probablement dus a une Tyrosine suite
au transfert d’électron et étaient observés pausielrs cytochromes de typ£68) Un autre
signal & 1280 cthprovient de la Tyrosine avec la vibratigf€O) symétrique 22)
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Ensuite, la contribution des acides AspartiquesGaitamique est attendue avec leurs
vibrationsv(COO) asymétrique & 1535 ¢hLes vibrations associée$COO) symétrique
donnent deux bandes a 1435 et 142420, 29 Pour finir, I'Histidine contribue dans ce
spectre grace a sa vibratisfCH).(33)

Entre 1200 et 1000 ¢l comme précédemment, la seule contribution e$ ciel tampon

phosphate.
4.3.6.1. Comparaison du spectre avec les deux cytochromesligs

D’apreés le tableau 5.4.7, il est clair que le smedifférentiel (de -500 a -50 mV) partage plus

de bandes avec le cytochrome, qu'avec le cytochrome;.

—
0,001 AAbs
1719

1716

©O
[*°]
(]
-

1707

T T T T T T 1
1800 1600 1400 1200

Nombre d'onde / cm™

Figure 5.4.22 : Spectres différentiels infrarougecdmplexec;-css, (en noir) de -500 a -50 mV, du cytochrome

c1 (en rouge) de -500 & +500 mVaet, (en bleu) de -500 & +500 mV entre 1800 et 1200 amH 8.

Position de la Etat Position de la Etat Tentative d’attribution
bande dans le  redox bande dans le redox
complexe (crt) cytochromecss,
(cm™)

1719 Ox 1716 Ox v(C=0) Asp+Glu
1700 Ox 1707 Red v(C=0) propionates des hémes
1682 Ox 1686 Red v(COO)™ propionates des hémes
1557 Ox / / v(COO)* Asp+Glu/Amide I
1424 Ox 1420 Ox v(COO)* Asp+Glu

Tableau 5.4.7 : Tentative d’assignements pouréetsp différentiel infrarouge (ox-red) du complexesss, de
T. thermophiluentre -500 et -50 mV comparé avec l'attributiodivduelle pour le cytochromess, a pH 8
entre -500 et +500 mV.
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Pour le cytochrome;, les bandes en communes sont principalement dedebague I'on
retrouve dans tous les spectres (voir figure 5)4128s vibrations de I'anneau porphyring,
des hemes, de certains acides aminés et des batidesées a Amide Il sont les bandes
concernées. Elles sont également présentes dacygdehromecss,, Néanmoins, pour le
cytochromecss,, de nombreuses bandes sont en communs et certaineabit d'importants

décalages.

Par la suite, plusieurs décalages de 7 & # sont clairs pour la vibration(C=0) des
propionates des hémes. Un changement est consta686 cni et une nouvelle bande

apparait & 1557 ¢ montrant encore une fois les différences aveytechromecss.

Un changement, dans la région Amide I, traduité&gaint un changement dans la structure de

la protéine.

L’apparition et le décalage de ces bandes perntatiafiirmer que ce changement influe sur
le potentiel de demi-vague du cytochrome. Des autres changements sont a noter comme
par exemple au niveau des acides aminés. Le chamgdenplus important se situe pour les
acides Aspartique et Glutamique. Leurs positiongeddent des liaisons Hydrogene. Une
bande correspondant & la vibratiof€C=0) subit un déplacement de 3 trla vibration
v(COO) symétriques a quant & elle déplacée de 2 dans le complexe. Ces changements
montrent une modification dans I'environnement deptotéine avec un changement des
liaisons Hydrogene qui contrélent la structureiaéne de la protéine. Un changement dans la
structure secondaire est donc envisageé. Ces amdiegs sont alors plus accessibles et auront

une influence différente sur le complexe.

Entre -500 et -50 mV, le fragment d’interaction ddochromecss, a une contribution plus
importante dans cette gamme. Le cytochramest présent mais le fragment présent n’a pas

d’interaction dans ce cas.
4.3.7. Etude du second pas : -50/+500 mV

Le spectre se découpe en trois zones spectraleslistinctes : entre 1730 et 1600 tnentre
1600 et 1200 cihet entre 1200 et 1000 €mAucune contribution n'est constatée entre 1800
et 1730 crit (voir figure 5.4.23).
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Porphyrine et acides aminés

v

<
<

Propionates )
des hemes Amide |  Amide Il

—r———r—>

0,0005 AAbs

T T T T T T T T T T T T 1
1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200

Nombre d'onde / cm™

Figure 5.4.23 : Spectre différentiel infrarouge-(ed) du complexe;-css; & pH 8 dans la région spectrale
comprise entre 1800 et 1200 ¢tmie -50 & +500 mV.

Les bandes sont consignées dans le tableau 5.4.8.
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Position de la Etat

Tentative d’attribution

Cytochromec;  Cytochromecss;

bande (crif)  redox
1716 Ox v(C=0) Asp+Glt X
1695 Red v(C=0) propionates des hémes X(Ox)
/ Amide |
1686 Ox  Vv(C=0) propionates des hémes X(Red)
/ Amide |
1671 Ox v(CN3Hs)* Arg /Amide | X(Red)
1657 Red Amide | X(Ox) X(Ox)
1645 Ox  Amide I/ vibration GCm (v3) X(Red)
1635 Red Amide |
1620 Ox 8(NH3) Asn+GIn/Amide |
1600 Red Vibration GaCm (vs7)
1585 Ox v(COO)* propionates des
héme
1556 Ox v(COO)* propionates des
hémes / Amide
1540 Red v(COO)* propionates des
hémes #(COO)* Asp+Glu /
Amide I
1527 Red v(COO)* propionates des
hémes #(COO)*
Asp+GIUAmide Il
1512 Ox Tyr-OH
1490 Ox Tyr-O
1439 Ox v(COO)* Asp+Glu
1410 Ox v(COO)* Asp+Glu X(Red)
1397 Red Vibration CaN (v41)
1382 Ox Vibration CaN (v41)
1371 Red v(COO)® propionates des
héme
1358 Ox v(COO)® propionates des X(Red)
heme
1339 Red v(COO)® propionates des
heme
1325 Ox v(COO)® propionates des
heme
1310 Ox v(COO)® propionates des
heme
1284 Ox v(CO)* Tyr
1269 Ox Vibration OmH (d42)
1229 Red 3(CH) His

Tableau 5.4.8 : Tentative d’assignements pouréetsp différentiel infrarouge (ox-red) du complexesss, de
T. thermophiluentre -50 et +500 mV avec I'attribution individigeties bandes pour le cytochromet css,
entre -500 et +500 mV entre -500 et +500 mV a pH 8.
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Figure 5.4.24 : Spectre différentiel infrarouge-(ex) du complexe;-css; & pH 8 dans la région spectrale
comprise entre 1730 et 1600 ¢tmie -50 & +500 mV.

Entre 1730 et 1600 ch plusieurs contributions sont visibles (voir figu6.4.24). Comme
précédemment, il est impossible de dire quel élémpedomine. A 1695, 1635 et 1620 tm
la contribution des feuillet8 est attendue. La contribution des boucles edbleisi 1686 et a
1671 cni. Puis & 1645 cth la structure aléatoire issue du squelette peptiparticipe. Pour
finir une bande représentant les hélicesst visible & 1657 c(14, 15, 66, 6

Cependant, des signaux des hémes sont aussi attdtide bande positive & 1686 trat
négative & 1695 ciireprésentent la vibratior(C=0) d’un des propionates des hénted.A
1645 et 1600 ciy outre la contribution de la structure seconddis, vibrations de type

CaCmde I'anneau porphyrine de 'héme nommgsont visibles19)

Les vibrations/(C=0) de I'acide Aspartique et Glutamique donnerg bande & 1716 ¢mA
1671 cni, la vibrationv(CNsHs) asymétrique de I'Arginine est visible. Les chaifetérales
de cet acide aminé peuvent étre trouvées & praxides centres actifs. A 1620 ¢nune
bande correspond a une vibrati®NH,) de I'Asparagine et de la Glutamine mais avec un

coefficient d’absorption molaire tres faib20]
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Figure 5.4.25 : Spectre différentiel infrarouge-(ex) du complexe;-css; & pH 8 dans la région spectrale
comprise entre 1600 et 1200 tmie -50 & +500 mV.

Dans la deuxiéme région située entre 1600 et 1208 d'autres contributions des hémes
sont a espérer (voir figure 5.4.25). La région désations de type Amide Il se situe entre
1570 et 1520 cih

Les propionates des hemes déprotonés sont attdadada région Amide Il mais ces bandes
se chevauchent avec la contribution de chainesaleg des acides aminés. Deux bandes
positives & 1585 et 1556 ¢met deux négatives & 1540 et 1527 ‘cdécrivent donc les
vibrations v(COQO) asymeétriques des propionates des héd®s.Quant aux vibrations

v(COO) symétriques, elles sont espérés entre 1371 étdrgit

Une seule vibration de I'anneau porphyrine nommése trouve & 1397 et 1382 ¢rfl7) A

1269 cm-1, la vibratiod,, est attendue.

Les Tyrosines contribuent avec la vibration du ey-C) & 1512 et 1490 émll refléte la
sensibilité des modes de I'anneau lors de la patiom du groupe phénol. D’autres bandes
peuvent étre attribuées a des vibrations de lasliyeo A 1284 cri, la participation de la
vibration v(CO) symétrique est prévu@?) Les signaux & 1540 et 1527 Cmeflétent les
vibrations v(COQ) asymétrigue des acides Aspartique et Glutamigues bandes
correspondantes aux vibration®COQO) symétrique des acides aminés de type Aspartitjue e
Glutamique se situent & 1439 et 1410%@B) Enfin, I'Histidine contribue & 1229 c¢havec

sa vibration(CH).(33)
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Entre 1200 et 1000 ¢t comme précédemment, I'unique contribution estecéli tampon

phosphate.

4.3.7.1. Comparaison du spectre avec les deux cytochromesligs

La figure 5.4.26 présente ces différents spec&kpges la conclusion pour le premier pas, il
est possible d’avoir ici une influence plus fortauple cytochrome; que pour le cytochrome
Css2. Le spectre ressemble méme plus a celui du cytowohicss, avec un décalage de

plusieurs bandes. Beaucoup des bandes subironhamgement d’état redox (voir tableau

5.4.9).
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Figure 5.4.26 : Spectres différentiels infrarougecdmplexec;-Css, (en noir) de -50 a +500 mV, du cytochrome
c1 (en rouge) de -500 & +500 mVaet, (en bleu) & pH 8 entre 1800 et 1200 e -500 & +500 mV.
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Position de la Etat Position de la Etat Tentative d’attribution
bande dans le redox bande dans le redox

complexe (crt) cytochrome
Cs52C1
(cm)
/ / 1707 Red v(C=0) propionates des hemes
1695 Red 1695/1690 Ox v(C=0) propionates des hémes
1686 Ox 1686 Red v(C=0) propionates des hémes
/ / 1674 Red v(C=0)propionates des hemes
1556 Ox / v(COO)* propionates des hémes
1540 Red 1535/1535 Red v(COO)* propionates des hémes
1366 Red 1371/1358 Red v(COO)®propionates des hémes

Tableau 5.4.9 : Analyse pour la contribution despmnates pour le spectre différentiel infrarouge-led) du
complexec;-Css, de T. thermophilugentre -50 et +500 mV comparé avec I'attributiogividuelle pour le
cytochromecss, etc; a pH 8 entre -500 et +500 mV.

Comme avant, I'étude des propionates des hémda edis intéressante. Ces changements
d’état redox concernent donc surtout le cytochragsge Tout d’abord deux bandes, qui sont
attribuées aux vibrationg(C=0) des propionates des hémes, n’apparaissentigas ce
spectre mais sont présentes pour le cytochregell s'agit des bandes a 1707 et 1674%cm
Leur disparition donne déja des indices sur la fication du potentiel. Le changement le
plus flagrant se situe au niveau des deux autreddsaa 1695 et 1686 ¢mElles changent
toutes les deux d’état redox lors de la formatiarcdmplexe. Le passage d'un état a l'autre

modifie donc le potentiel.

Concernant les vibrationg(COQO) asymeétriques, elles sont clairement déplacées tan
complexe. Tout d’abord, une nouvelle bande apparaf56 crit. Puis, la bande & 1535 ¢m
est décalée de subit 5 ¢Enfin, leurs vibrations associées a une bandg7a tm'* qui est

déplacée de 6 cin

Des changements dans la conformation sont égalemtenidus avec des modifications dans

la région Amide I.

Dans cette gamme de potentiel de -50 a +500 m\sigqalts contributions sont a noter. La
contribution du cytochrome, et css, seule, c'est-a-dire sans interaction 'un aveatt&a Une

autre contribution est celle du fragment du cytoahgc,; qui interagit.
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5. Conclusion

Les différentes études ont montré la complexitéptiénoméne d’interaction entre deux
protéines. Ce phénoméne est encore mal connu eemgtu beaucoup d’interactions qui
influencent de fagcon notable sur le complexe etesrcaractéristiques spectroscopiques (Voir
tableau 5.5.1). Grace a I'apport de spectres éiffieels, I'influence de I'interaction des deux

cytochromes sur divers bandes a pu étre démontréee.

Potentiel de demi-vague

(mV)
Cytochromec; -60+6
Cytochromecss; -29+3
Complexec-Cssz -35+£11/ 502
Cytochromec 47+7
Complexec;-c -82+12 / 7045
Complexec;-Css; -275+12 / 1945

Tableau 5.5.1 : Récapitulatif des différents poetnde demi-vague (vs. Ag/AgCl 3M KCI) pour les
cytochromeg; etcss, et les complexes-Css, ¢;-C et ¢-Css, de T. thermophilusa pH 8.

L’étude du complexe-css, a permis de voir qu’'un complexe ne se forme paftos, les
deux potentiels des deux hémes ne sont pas modigésesultat obtenu n’est pas forcément

interprétable.

Pour le complexe;-c, les potentiels sont Iégerement modifiés qui esbgblement dus aux
changements d’environnements des propionates dasshest visible ce qui implique un

changement de potentiel probable.

Pour le complexe;-Cssy, les deux potentiels trouvés sont trés éloignésvadeurs pour les

hémes individuels.

Pour le premier pas (de -500 a -50 mV), le fragntéinteraction du cytochromess; a donc
une contribution majeure dans le spectre difféeéntie potentiel trouve = -275 mV+11.6
pour n=0,9 est vraisemblablement celui du cytoclerosg,. En effet les interactions diverses
ont modifié linfluence sur I'héme et sur son ewvinement. Ce complexe apporte

inévitablement des contributions qui n'existaieas plans les deux cytochromes isolés.

Pour le deuxieme pas (de -50 a +500 mV), le paktrbuvé E=-4 mV+2.7 pour n=1 est un
mélange de plusieurs contributions des deux hebeesytochromec; et css, sont présents
mais ils n’interagissent pas l'un avec l'autre. fteagment d’interaction du cytochrone
contribue également ici.
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Ainsi, les deux potentiels trouvés ne peuvent piees atribués a un héme en particulier, ils
résultent d’'un effet coopératif entre les deux henpeésents. Il est convenu que les
propionates des hemes jouent ici un rdéle prépontéans le changement des potentiels de
demi-vague. L’environnement est clairement modifi¢ec un changement de liaisons
Hydrogéne. Cet effet peut étre di au cytochramejui est isolé de son compleke;. En
effet, le contréle du potentiel peut étre régulé giautres éléments du complexe qui ne sont
pas présents dans le fragment seul.

Cependant, cette étude mérite d'étre complétéere emtutres, par une structure
cristallographique de ces complexes et qui perreaindttre en avant, plus précisément, les

propionates impliqués ici.
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Chapitre VI : Création
de réseau de

nanoparticules pour

'étude de proteines

membranaires



1. Introduction

L’'immobilisation de protéines sur la surface d'ulectrode est une méthode efficace pour
une éventuelle application dans des biopiles fgtui@ans les précédents chapitres, des
systemes catalytiques ayant une application pelétpour une biopile ont été étudiés et
caractérisés. lls seront utilisés ici afin de miaomprendre le mécanisme des protéines
membranaires et mettre en avant leur éventuelieaefté catalytique dans une biopile. Cette
nouvelle méthode permet également de travaillerc ales protéines dont le coefficient
d’extinction molaire est trop faible en UV/Visiblepmme par exemple, la laccaseBieillus
subtilis Cette glycoprotéine est essentiellement troua¥es dles champignons responsables
de 'humification, mais aussi dans les plantes ltriietervient dans la synthése de la lignine
ainsi que dans les bactéries. Elle appartienfantéle des oxydoréductases et contient quatre
cofacteurs de cuivre GUCU' de trois types différents (T1, T2 et T3) qui cgseht la
réduction de I'oxygéne moléculaire en edul(a bande du site T1 présente un coefficient
d’absorption molaire trop faible qui varie de 386000 Mcmi™ (2) et de ce fait I'intensité
du spectre différentiel (oxydé-réduit) en UV/Vigbést trop faible pour la détermination du
potentiel. Les deux sites T2 et T3, qui ne sonibles que dans la forme réduite de la
protéine, sont masqués par le médiateur utilisd’ABTS qui présente une forte absorption
dans cette régione (= 35 000 Mcm™® & 340 nm) (voir annexe 23)( Elle est également

caractérisée pour mettre en avant son éventudibaeté catalytique.

Selon la nature des acides aminés présents enceutfans la protéine, des modifiants
différents sont utilisés. Le cytochrorog qui est une sous-unité du complécg possede des
résidus Lysine a sa surface, contrairement au bydotecss, ou a la cytochrome oxydase

de typebag qui ne possede pas de résidus char&s. (

1.1.Préparation de I'électrode

L’électrode d’or polycristalline est nettoyée sellenprotocole décrit dans le chapitre |l
Matériels & Méthodes. Un voltampérogramme est giste pour s’assurer que la surface
d’or est bien propre. Une fois le bon voltampéragrae obtenu, un dépb6t des nanoparticules
est fait comme décrit dans le chapitre Il Matéri&lMéthodes.

Les propriétés des nanoparticules d’'or étant difftas en fonction de leur taille et de leur

morphologie, celles-ci sont contrblées par UV/Misiet par TEM.
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1.2. Détermination de la taille des nanoparticules fon@nnalisées

Des nanoparticules de différentes tailles ont ététhetisées dans le but d’optimiser la
distance entre la nanoparticule et le cofactedageotéine. Celles-ci ont été fonctionnalisées
avec de l'acide-#-lipoique (également appelée acide thioctique) owitrate de sodium
dans le but d’éviter leur agrégation grace a lailgdpn électrostatique engendrée. La taille
des nanoparticules obtenue par les différenteshégas effectuées a été déterminé par
spectroscopie UV/visible 7 et confirmée par TEM dans le cas des nanopaescul

fonctionnalisées avec du citrate de sodium (vgurés 6.1.1 et 6.1.2).
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Figure 6.1.1 : Spectres UV/Visible des nanopargisul’or fonctionnalisées avec du citrate de sodremmoir)

et de I'acide thioctique (en rouge). La bande am®lreprésente la bande plasmonique.

Pour la premiere synthese, son spectre UV/Visilatne clairement une bande plasmonique
(8) située a 521 nm caractéristique des nanoparsi@yant une taille supérieure a 2 nm (voir

figure 6.1.1).

La taille estimée a partir de ce spectre est dienvil5 nm (voir chapitre Ill Matériels &
Méthodes). Ces nanoparticules sont utilisées poétude des différentes protéines

membranaires.
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Figure 6.1.2 : Images du TEM des nanoparticulestfonnalisées avec du citrate de sodium.

L’estimation faite en UV/Visible est confirmée pas mesures en TEM (voir figure 6.1.2).

Sur 305 nanoparticules, le diamétre mesuré esti@e+12,3 nm.

Cependant, pour I'étude de la laccase, des namncyag avec de l'acide thioctique sont
synthétiseéesd) Ces nanoparticules ne présentent pas de bansiagieque, leur taille étant

inférieure a 2 nm (voir figure 6.1.1).

Il a été constaté que cette taille est optimale potre étude et permet d’avoir des résultats
reproductibles et avec des coefficients de trahg#s grands. Or, une publication de Griva et
al.(10) a montré, que pour une bactérie photosynthétiquajlle optimale des nanoparticules

se situerait entre 5 et 8 nm pour avoir un transfigral d’apres des calculs théoriques. Cet
exemple montre que la taille des nanoparticuled@st a optimiser selon le type de protéines

étudiées.
1.3.Dépbt des nanoparticules d’or

La figure 6.1.3 montre un voltampérogramme obtemrésaile 26™ cycle de mesure d’une
électrode d’or modifiée apres dép6t de nanopagsgcdlorfonctionnalisées avec du citrate de
sodium. Deux pics d’oxydations bien définis sosibles a 1.2 et 1.4 V. Le pic de réduction a
0.9 V quant a lui ne subit pas de décalage. lls saractéristiques d’'une surface modifiée
avec des nanoparticules d'or et permettent de moefi leur présencd.{) Une fois ce

voltampérogramme obtenu, la surface peut étre néedif
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Figure 6.1.3 Voltampérogramme de I'électrode d’or aprés dépmsities nanoparticules d’or fonctionnalisées

avec du citrate de sodium & une vitesse de balaj@@el V.8 (dans HSO, 0.1 M).

Le probléme principal de I'étude est la nature téferente des surfaces des protéines
étudiées. Plusieurs types de modifiants sont essgy@s avoir étudié la nature de la surface
de chaque protéine. Un réseau 3D se forme alorguemient avec les nanoparticules
fonctionnalisées avec du citrate de sodidd).(
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2. Electrochimie et caractérisation des enzymes immalisés

2.1.Etude de la laccase dBacillus subtilis

2.1.1. Introduction

Dans le cas de la laccase Bacillus subtilisdu biphényl-4,4’-dithiol a été utilisé pour
modifier la surface. Cette méthode, qui utilise amenocouche auto-assemblée, s’inspire de
celle employée par Abad et al. pour obtenir un acinélectrochimique avec le centre actif de
la galactose oxydas&d, 13 Le but est d’établir une liaison électrostatigurre la protéine

et la surface modifiée (voir figure 6.2.1).

S
|

Electrode d'or

Figure 6.2.1 : Schéma de la modification de laasgfd’or avec la présence de nanoparticules d’or

fonctionnalisées avec de l'acide thioctique, dihBipyl-4,4’-dithiol et de la laccase 8acillus subtilis

2.1.2. Caractérisation de la surface modifiee : étude parspectroscopie
infrarouge a transformée de Fourier par réflexion ptale atténuée exaltée de

surface

La procédure d'immobilisation a été suivie paragibn totale atténuée exaltée de surface sur
une surface de Silicium sur laquelle une couch@@am d’or est déposée (voir chapitre Il
Matériels & Méthodes). Cette technique est treectdle car elle montre des signaux
provenant uniqguement de molécules adsorbées etepatibbtenir des spectres a partir
seulement d’'une monocouche de protéidds.(5 Ici I'intensité des bandes n’est pas une

fonction linéaire de I'épaisseur du film obtenu.
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Figure 6.2.2 : Spectres infrarouge obtenus paexiefh totale atténuée exaltée de surface sur ufecswd’or de
20 nm apres dépdét du modifiant (en noir), des nartmules d’or fonctionnalisées avec de I'acidedttigue (en

rouge), et de la laccase a pH 8 (en bleu).

En premier, le dép6t du biphényl-4,4’dithiol sur darface laisse apparaitre une bande
spécifique & 1473 cth Elle correspond & la vibration d’élongation dégisbns C=C
aromatiques. Par la suite, des bandes larges éasectt le spectre des nanoparticules d’or
fonctionnalisées avec de l'acide thioctiqgue susudace préalablement modifiée. A 2925 et
2852 cnt, les vibrations d'élongation C-H des chaines a@&ytle I'acide thioctique sont
présentes. Les vibrations C=0 des chaines alkglesilbuent également & 1653 et 1559%cm
La présence de la bande Amide | et Il respectivéraelf55 et 1548 cih prouvent que la
protéine est bien adsorbée a la surface méme kwage (voir figure 6.2.2). Le maximum
des bandes Amide | et Il est le méme que celuimbrec un spectre RTA effectué sur un

cristal de diamant.

2.1.3. Voltampérogramme de la protéine : détermination dupotentiel de demi-

vague et caractérisation de I'immobilisation

Le voltampérogramme de la figure 6.2.3 montre wague anodique et une vague cathodique
séparée de plus de 300 mV. Un tel comportementésaggn transfert d’électron trés lent

entre I'électrode et le centre actif de la protéine
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Figure 6.2.3 : Voltampérogramme de la laccase iniliséb a pH 8 sur une monocouche auto-assemblée de
nanoparticules d'or fonctionnalisées avec de ladiibctique & une vitesse de balayage de 0.1 Vesspectre

en rouge correspond au voltampérogramme avant bibilisation de la protéine.

Différentes raisons peuvent expliquer ce comportémeine distance encore trop grande
entre I'électrode et le cofacteur redox actif prewet d’'une mauvaise orientation de la
protéine sur I'électrode. Le potentiel formel céécast de +190 mV vs. Ag/AgCl 3M KCI qui
est proche de celui publié pour le site T6)(Cependant, il n’est pas possible de conclure
clairement quant a la provenance du potentiel #&ouvWalheureusement, le
voltampérogramme obtenu ne peut pas étre amélibagda du réseau 3D de nanoparticules
fonctionnalisées avec du citrate de sodium. Leglitions optimales n'ont pas été trouvées
pour cette protéine.

La monocouche auto-assemblée de nanoparticules p&s une méthode efficace pour
immobilisation de protéines. Le réseau 3D estdatilisé pour toutes les autres protéines
étudiées.
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2.2.Etude du cytochromec; de Thermus thermophilus

Dans le cas du cytochron, le réseau 3D de Murata est utilidd)( L'électrode a été
modifié avec du DTSP (dithiobis(succinimidyle propate)), qui en enlevant le groupe
succinimidyle, permet, a pH 8, de former une linisovalente avec un groupement de type
amine, comme par exemple les résidus de type Lymin&rginine. Le cytochrome, possede
des résidus Lysine a sa surface qui, grace a supgment NkHterminal, permet de faire une
liaison covalente.1(7-19 (voir figure 6.2.4) Le groupement terminal Nférme une surface
idéale pour notre immobilisatiod9) La liaison formée entre la surface modifiée et la

protéine est probablement une liaison amide.

S NH—— C1
N
0]

Electrode d'or

Figure 6.2.4 : Schéma de la modification de laaafd’or avec la présence de nanoparticules d'or

fonctionnalisées avec du citrate de sodium, du D&SRu cytochrome; deT. thermophilus

2.2.1. Caractérisation de la surface modifiée : étude parspectroscopie
infrarouge a transformée de Fourier par réflexion ptale atténuée exaltée de

surface

Apres déposition des nanoparticules, des bandgeslasont visibles ici caractéristiques des
citrates utilisés dans la synthése de ces nanopladi et qui stabilisent les particules (voir
figure 6.2.5).
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Figure 6.2.5 : Spectres infrarouge obtenus paexiefh totale atténuée exaltée de surface sur ufecswd’or de
20 nm aprés dépdt des nanoparticules d’or fonctilisées avec du citrate de sodium (en noir), duifiaod (en

rouge) et du cytochronm a pH 8 (en bleu).

bY

Les bandes & 1599, 1424 et 1403 ‘crproviennent des vibrations des groupes
carboxylatesZ0) La bande & 1599 chcorrespond & la vibration(COO) asymétrique du
carboxylate du citrate de sodium déprotoné et sellel424 et 1403 chreprésentent les
vibrationsv(COQO) symétrique associées. Les bandes des nanopestisaht remplacées par
celles des groupements ester succinimidyle proverchn DTSP. Plusieurs bandes
caractérisent ce spectre. Tout d'abord, & 299294t xm', la présence des vibrations
d’élongation des groupes C-H de I'anneau succinjtai@t de I'ester sont visibles. Puis, les
vibrations d’élongation C=0 de I'anneau succininhedgt de I'ester sont discernables a 1810,
1782 et 1749 cih(14) Les bandes a 1437, 1410 et 1367 @nincident respectivement avec
la déformation angulaire du groupement C-H de kamnsuccinimidyle et avec les vibrations
d’élongation COO des esters. Toutes ces vibrations montrent bien lquDTSP s’est
correctement lié a la surface modifiee. Notonsré&s@nce de deux bandes négatives a 1599 et
1424 cm' qui correspondent & la désorption des citrates. effat, le spectre des

nanoparticules a été pris comme référence avatédét du modifiant.

L'immobilisation du cytochrome; est caractérisée par la présence de la bande Andde
cette protéine entre 1700 et 16007cet de la bande Amide Il entre 1600 et 1500'ces
signaux sont typiques d’'une protéine et provienrdentsquelette polypeptidique de celle-
ci.(21, 29
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Le maximum de la bande Amide | se situe ici & 1682 ce qui signifie que les hélices
prédominent dans cette protéine. Ainsi, le cytosteo, est majoritairement constitué par des
hélices .(19) Les bandes négatives présentes a 1749 et 143Y mouvent que le
groupement succidinimyl a bien été enlevé de ltasar car le spectre du modifiant a été pris
comme référence. Ces spectres sont obtenus afdtegage de la surface et apres 1 heure
d’'attente. Les bandes de la protéine sont toujoprésentes ce qui prouve que
limmobilisation a réussi et que la protéine n'gsts dénaturée. Le maximum des bandes

Amide | et Il est en accord avec le spectre RTAenbtsur un cristal de diamant.

2.2.2. Voltampérogramme de la protéine : détermination dupotentiel de demi-

vague et caractérisation de I'immobilisation
Les différents calculs effectués sur ce cytochreor@ consignés dans le tableau 6.2.1.

Le voltampérogramme présente deux pics symétritpiess définis, ce qui montre que le
cytochromec; est bien adsorbé a la surface de I'électrode fignire 6.2.6).

La faible séparation entre les pics cathodiquesnetdiques indique un transfert d’électrons
rapide. Le potentiel trouvé est de£ -48 mV vs. Ag/AgCl 3M KCI. La faible différence

entre le potentiel de la protéine immobilisée duic&ouvé en solution suggere que les
protéines conservent leur structure apres leur inilisation. La faible différence provient de

l'interaction covalente malgré que les nanoparéisuie soient pas si proches du cofacteur.
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Figure 6.2.6: Voltampérogramme du cytochramea pH 8 (en noir) immobilisé sur les nanoparticulies
fonctionnalisées avec du DTSP & une vitesse dgdmggade 0.1 V-§ Le voltampérogramme en rouge

correspond a celui obtenu avant I'immobilisatioralerotéine.

Protéine k. immobilisée  Ejpen solution  LMH Taux de Vitesse de
(mV) (mV) (mV) couverture transfert
(pmol/cm?) (sh
Cytochrome -48 -60 101 2000 23
c1pH 8

Tableau 6.2.1 : Potentiel de demi-vague (vs. Ag/iiR)@ KCI) de la protéine immobilisée comparé a édeur
en solution (voir chapitre précédent), la largeamizhauteur du pic cathodique, le taux de couveraira

vitesse de transfert d’électrons pour le cytochrop@pH 8 (voir annexe 3).
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Figure 6.2.7 Influence de la vitesse de balayage sur le courapic cathodique (valeur absolue) du

cytochromec; a pH 8.

Ce signal peut étre attribué au couplé'fe* de 'héme du cytochrome.. Le taux de
couverture et la vitesse de transfert sont suffisdfour des especes redox immobilisées sur la
surface et qui ont un signal électrochimique rébées la valeur de la largeur a mi-hauteur
doit étre de 90.6 mV pour une monocouche idé&8gl(a valeur trouvée ici est proche ce qui

montre la bonne communication électrique entredédine et I'électrode.

La dépendance quasi-linéaire entre le courant de gbi la vitesse de balayage est
caractéristique d’especes électroactives confireéda surface de I'électrode (voir figure
6.2.7).

2.2.3. Images TEM de I'immobilisation de la protéine

La figure 6.2.8 montre les nanoparticules avecpledéines greffées a la surface, qui sont
visibles grace a la couronne organique blancheqigiure la nanoparticule. Cette couleur est
due au marquage par I'acétate d’'uranyle. Le backgtrésente également des protéines non
attachées qui n’ont pas totalement été enlevées dprderniere centrifugation. Le diamétre

extérieur est de 22,4 £ 4,2 nm alors que celuinrdemparticules est de 14,6 £ 2,3 nm ce qui

montre que la protéine est bien greffée sur la particule.
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Figure 6.2.8 Images du TEM des nanoparticules fonctionnalisges €du citrate de sodium api

immobilisation de la protéine.

2.3. Etude du gytochrome css, de Thermus thermophilus

Dans le cas du cytochromcssy, le réseau 3D de Muratast de nouveau utilis(11)
L’électrode a été modifiee avec un mélange de monocoucheauto assemblis (SAMS) le
6-mercaptohexan-1-gbolaire et I'hexanethiol hydrophobe po un ratio 1:1 (voirfigure
6.2.9). Cee modification a montré gt estle support idéal pour I'immobilisation ccette
protéinecar elle imite l'interaction de surface avec sortgraire redox naturel le (.(5, 6)
La nature de la surface du cytochrobag autour du Cp est principalement non char¢ du
fait qu'il s’agisse d’'une protéine membran..(24) Or, 'héme de ce cytochrormest protégé

par un réseau de feuillgisqui esta la fois hydrophobique et non chargé,(2¢)

Le mélange de deux SAMmomet une orientation favorable de la protéine. Lescfimms
polaires du SAM®mpéchent une modification de la structure de taéprecausée par les
interactions hydrophobes avec les grouterminaux CH. Ces interactions hydrophob
favorisent I'adsorption de la protéine mais donnene orientation défavorable pour
transfert d’électrons26) il est donc nécessaire d’avoir les deux modifiaLa modification
avec le DTSP ne donne pune interaction favorable, car il yraoins de protéines a

surface, les signauxetrochimiquesont donc moins intenses.
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Electrode d'or

Figure 6.2.9 : Schéma de la modification de laasefd’'or avec la présence de nanoparticules d’or

fonctionnalisées avec du citrate de sodium, du mg&lale deux SAMs et du cytochromg, deT. thermophilus

2.3.1. Caractérisation des surfaces modifiées : étude parspectroscopie
infrarouge par transformée de Fourier par réflexion totale atténuée exaltée

de surface

Apres déposition des nanoparticules, des bandgesacaractéristiques des citrates sont

visibles (voir figure 6.2.10).
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Figure 6.2.10 : Spectres infrarouge obtenus p&xiéh totale atténuée exaltée de surface sur uriece d’or
de 20 nm apres dépdt des nanoparticules d’or fomudilisées avec du citrate de sodium (en noirjnddifiant

(en rouge) et du cytochronegs, a pH 8 (en bleu).
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Les bandes & 1599, 1424 et 1403 ‘crproviennent des vibrations des groupes
carboxylatesZ0) La bande & 1599 cicorrespond & la vibratiof COO) asymétrique du
carboxylate du citrate de sodium déprotonée eesell 1424 et 1403 chreprésentent les
vibrations associéegCOQO) symétrique. Puis, la surface est modifiee avemédange de
deux thiols. Seulement trois bandes caractérigespéctre. A 2977, 2920 et 2860 tne
vibration d’élongation C-H est présente. La présathe ces bandes montre que le mélange de
ces thiols est sur la surface. Les bandes desestsant négatives dans le spectre dues a leur
désorption. L'immobilisation du cytochronms, est prouvée par la présence de la bande
Amide | entre 1700 et 1600 ¢het de la bande Amide Il entre 1600 et 1500"¢wir figure
3.2.10). Ces signaux sont typiques d’une protéinmaiennent du squelette polypeptidique
de celle-ci.21, 29 A 1660 cnt, le maximum de la bande Amide | est typique déEésa.

Ces hélices prédominent la structure secondairka geotéine.27) Ces spectres prouvent
immobilisation du cytochromess; car ils sont obtenus apres nettoyage de la suefaaprées

1 heure d’attente. Le maximum des bandes Amiddlledt le méme que celui obtenu apres

avoir effectué un spectre RTA sur un cristal dendiat.

2.3.2. Voltampérogramme de la protéine : détermination dupotentiel de demi-

vague et caractérisation de I'immobilisation

La protéine immobilisée présente deux pics symdsggbien définis qui montrent que le

signal est dU a I'immobilisation de la protéine kusurface de I'électrode (voir figure 6.2.11).

Un transfert d’électrons rapide se fait ici carséparation entre les pics cathodiques et
anodiques est faible. Le potentiel trouvé est g2 mV vs. Ag/AgCl 3M KCI.
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Figure 6.2.11 : Voltampérogramme du cytochramea pH 8 (en noir) immobilisé sur les nanoparticules
fonctionnalisées avec le mélange de deux thiolsedvitesse de balayage de 0.1VIse voltampérogramme en

rouge correspond a celui obtenu avant I'immobiligatie la protéine.

Protéine k. immobilisée  Ejpen solution  LMH Taux de Vitesse de
(mV) (mV) (mV) couverture transfert
(pmol/cm?) (sh
Cytochrome 2 -29 135 1000 18
Css2 pH 8

Tableau 6.2.2 : Potentiel de demi-vague (vs. Ag/R)@ KCI) de la protéine immobilisé comparé a ldewa en
solution (voir chapitre précédent), la largeur ahmuteur du pic cathodique, le taux de couverttite etesse

de transfert d’électrons pour le cytochrocgg a pH 8 (voir annexe 3).
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Figure 6.2.12 : Influence de la vitesse de balagagéde courant de pic cathodique (valeur absalue)

cytochromecss, a pH 8.

La différence entre le potentiel de la protéine whitisée et celui trouvé en solution est assez
grande (31 mV) ce qui est probablement due a faat®on qui est principalement
hydrophobe dans ce cas (voir tableau 6.2.2). Laasee de 'héme peut étre plus exposée au
solvant.

Le signal peut étre attribué au couple’'fee?” de I'néme du cytochromess,. Le taux de
couverture et la vitesse de transfert sont élesg€gjui suggere que la surface spécifique est
trés grande grace au réseau 3D de nanoparticudesalkeur de la largeur a mi-hauteur, qui
doit étre de 90.6 mV dans un cas idéal, est ics gi@nde. La protéine est donc orientée de
maniere plus aléatoire sur la surfa28)(Les espéces électroactives sont confinées a la
surface de I'électrode d’apres la dépendance lieéaitre le courant de pic cathodique et la

vitesse de balayage (voir figure 6.2.12).

2.4.Etude de la cytochromec oxydase de typdyaz de Thermus thermophilus

Pour I'étude de la cytochroneoxydase de typbag, un protocole spécifique pour pouvoir
enlever le détergent, ajouté pour solubiliser @¢ine, est mis en place. En effet, le détergent
va entourer la protéine en interagissant avec adgep hydrophobes, dans sa conformation

native.
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En fait, I'ajout de détergents non dénaturants @ mrembrane biologique en solution
provoque l'insertion de molécules de détergents tamembrane, et le départ de constituants
membranaires, qui s'assemblent en micelles, jusgo’@&quilibre membranaire saturée en
détergent-micelles et saturés en protéines. Le®ipes sont transférées de la membrane a
une micelle, et mises en suspension sans dénaturdin obtient alors des protéines
membranaires cristallisables, pour étudier leuucstire par diffraction des rayons X.
Cependant, ce détergent empéche l'immobilisationladgrotéine sur I'électrode car le
détergent agit comme une bouée autour de la peo@d 30 Il est donc nécessaire de la
laver avec du tampon sans détergent. Or, apresvage de la protéine avec son tampon sans

détergent, aucune immobilisation n’est constatée.

Aprés huit lavages successifs avec un tampon satesgeént, la protéine peut s'immobiliser
car la concentration en détergent est suffisamratioie méme s'il reste toujours des traces
dans I'échantillon. En effet, la protéine se dératsans la présence de ce détergent. Il est
donc nécessaire de trouver un compromis entre datf@ de détergent servant a conserver
l'intégrité de la protéine et permettant d’obtemir transfert électronique. Il est impossible de
savoir quelle concentration de détergent est enqmésente dans ['échantillon. La

centrifugation ne permet pas de la controler migesest au départ de I'ordre de 0.05 %.

/S\/\/\OH ‘
AuNP /S\/\/\ = o >
(4 " )

Electrode d'or

Figure 6.2.13 : Schéma de la modification de |faserd’or avec la présence de nanoparticules d’or
fonctionnalisées avec du citrate de sodium, du mg&lale deux SAMs et du cytochrotveg de T. thermophilus

La fleche indique I'héme qui est affecté par cattmobilisation.
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L’électrode a été modifiée avec un mélange de dsAMs le 6-mercaptohexan-1-ol et
I’hexanethiol pour un ratio 1:1 (voir figure 6.2)18 méme modification et le méme réseau
3D de nanoparticules que pour le cytochramie La nature de la surface du cytochropae
est principalement non chargée car le domaineaigoh autour du Gune possede aucun
résidu chargé négativemer24] Le cytochromeess; est le substrat naturel du cytochrobze

ce qui a amené a utiliser le méme modifiant. Cettelification est le support idéal car elle
imite I'interaction de surface avec son partene@aox naturel le Cu(5, 6) La modification

avec le DTSP donne des signaux électrochimiquesnpenses.

2.4.1. Caractérisation des surfaces modifiées : étude parspectroscopie
infrarouge a transformée de Fourier par réflexion ptale atténuée exaltée de

surface

Des bandes larges caractéristiques des citralessitdans la synthese de ces nanoparticules

sont présentes (voir figure 6.2.14).
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Figure 6.2.14 : Spectres infrarouge obtenus pé&xiéh totale atténuée exaltée de surface sur uriece d’'or
de 20 nm apres dépdt des nanoparticules d’or famudlisées avec du citrate de sodium (en noirjnddifiant

(en rouge) et du cytochronbes (en bleu).

Les bandes & 1599, 1424 et 1403 ‘crproviennent des vibrations des groupes

carboxylatesZ0)
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La bande & 1599 chrorrespond & la vibratiofCOO) asymétrique et celles & 1424 et 1403
cm* représentent les vibrations associé@00) symétrique du carboxylate du citrate de
sodium déprotoné. Le mélange de deux thiols, ma@dmement trois bandes. A 2977, 2920
et 2860 crit, la vibration d'élongation C-H est visible. Ici@are, les bandes des citrates sont
de nouveau négatives dans le spectre. Le cytochibegree été immobilisé sur la surface. Ces
spectres sont obtenus apres nettoyage de la setfapres 1 heure d’attente. La présence de
la bande Amide | & 1655 ¢hnde la bande Amide Il & 1551 énainsi que la bande
caractéristique des Tyrosines protonées & 1513 comfirment cette immobilisation. Le
maximum de la bande Amide | se situe ici & 1655" @a qui signifie que les hélices
prédominent dans cette protéine. D’aprés nos esting les hélicea sont bien majoritaires.
Ces prédictions sont effectuées a partir du PDBHK)E du cytochrome ba; de
T.thermophilus

2.4.2. Voltampérogramme de la protéine : détermination dupotentiel de demi-

vague et caractérisation de I'immobilisation
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Figure 6.2.15 : Voltampérogrammes du cytochrdx@ea pH 6.4 (en noir), 7.5 (en rouge), 8 (en blel8.8t(en
vert) immobilisés sur les nanoparticules d'or fanutalisées avec le mélange de deux thiols a uessé de
balayage de 0.2 V’sLe voltampérogramme en magenta correspond aaedenu avant I'immobilisation de la

protéine.
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Protéine k> solution Eip immobilisée  LMH Taux de Vitesse de

(mV) (mV) (mV) couverture transfert
(hémeb/az)(31) (pmol/cm?) (sh
Cytochrome 30/115 75 >140 1700 20
baz pH 6.4
Cytochrome 10/43 56 >140 1600 25
baz pH 7.5
Cytochrome 23/14 41 >140 1600 20
bas pH 8
Cytochrome 38/-9 a7 >140 1700 31
bas pH 8.5

Tableau 6.2.3 : Potentiels de demi-vague (vs. AGI8M KCI) de la protéine immobilisée comparés aux
valeurs en solution, la largeur a mi-hauteur ducpihodique, le taux de couverture et la vitesseatesfert

d’électrons pour le cytochronies a pH 6.4, 7.5, 8 et 8.5 (voir annexe 4).
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Figure 6.2.16 : Influence de la vitesse de balagagéde courant de pic cathodique (valeur absalue)

cytochromebag & pH 6.4 (en noir), 7.5 (en rouge), 8 (en blel8.8t(en vert).
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2.4.2.1. Variation du potentiel de demi-vague de la cytochnme c oxydase

de typebag en fonction du pH

Pour le cytochroméas, deux méthodes différentes sont utilisées. Smitntiobilisation s’est
faite de maniere individuelle pour chaque pH, deitcytochromeba; a pH 6.4 a été
immobilisé sur la surface et le changement de plfaiseen modifiant le tampon. Le temps

d’équilibre de la solution est alors de 30 min

1204
100+
80+
60+

40 H

Potentiel mV vs. Ag/AgCl 3M KCI

Figure 6.2.17 : Influence du pH sur les potentitdslemi-vague du cytochrorbes. La courbe en noire
représente les potentiels apres adsorption detaipe sur la surface. Les courbes en bleu etugero

représentent respectivement les potentiels de Braratb.

Quelle est l'orientation préférentielle de la pro& sur la surface modifiee ? D’apres le
tableau 6.2.3, seulement un potentiel est visibds. deux hémeb et ag mais €galement le
Cua sont susceptibles d’étre proches de la surfacele@u ne présente pas de dépendance
pH, alors que d’apres la publication de Sousa .etila) en aurait une pour les hemest
as.(31) Grace a cette dépendance, I'immobilisation d'es deux hemes est confirmée. La
figure 6.2.17 montre la dépendance pH issue derbinlisation de la protéine. Le potentiel
chute donc jusqu’a pH 8, puis remonte pour le pbl 8e comportement se rapproche de
celui de 'héméb méme si dans la publication, entre le pH 7.5 dtyBa une augmentation du
potentiel. Cependant, le faible écart entre cex getentiels (environ 10 mV) ne peut pas étre

distingué dans notre cas. De ce fait, I'immobilmatse fait de maniere préférentielle vers
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’hémeb et sa dépendance est retrouvée. Pour confirmier leghothese, I'activité catalytique

et I'effet du cyanure sur la protéine sont mesurés.

Pour tous les pH, la séparation entre les picsodiaghes et anodiques est faible, ce qui
montre que le transfert d’électrons est rapider(Vigiure 6.2.15). La différence entre le
potentiel de I'hnémé de la protéine immobilisée et celui trouvé en Boltuest assez grande.
La dépendance linéaire entre le courant de picodajhe et la vitesse de balayage est
caractéristique d’especes électroactives confiriéda surface de I'électrode (voir figure
6.2.16). Le taux de couverture et la vitesse desfeat sont élevés, ce qui suggére que la
surface spécifique est tres grande grace au réSEaude nanoparticules. Comme
précédemment, la valeur de la largeur a mi-hawtstiplus grande montrant que la protéine

est orientée de maniére plus aléatoire sur lacifeir tableau 6.2.3)28)

2.4.2.2. Mesure de l'activité catalytique de la cytochrome oxydase de type

bas de Thermus thermophilus

Pour mesurer l'activité catalytique de la protéimenobilisée, de I'oxygene est directement
injectée dans la solution pendant 5 min. La réactieec I'oxygene intervient dans le cycle
catalytique.82) Malheureusement, dans notre cas, la réactiotytigtee n’aura pas lieu. Seul
un des hémes est accessible dans notre38a3y Il a été montré que les électrons sont
transférés du Gua I'hémeb puis 'hemeas. Il faut donc que ces deux hemes soient
accessibles pour que la réaction catalytique psisdaire. D’apres le mécanisme catalytique,
immobilisation se fait bien au niveau de I'herbe En effet, quand I'hémé est réduit,
’hémeag n'est pas perturbé, il reste de ce fait dans sano&ydé comme c’est le cas pour le
Cua.(36) Par conséquence, comme I'hémest déja dans son état réduit, 'oxygene n’a aucun
effet. Une étude similaire d’un autre organismegechromec oxydase a déja été effectuée
par Nowak et al.37). La protéine est immobilisée avec un mélange &M et d’ANTA
(acide iminodiacétique). Cette immobilisation espétée en utilisant uniquement le DTSP,
mais sans résultat. Dans son cas, une activité/tgtee peut se manifester vers -700 mV vs.
Ag/AgCIl 3M KCI avec un pic représentant le transf@iélectrons et de proton8%) Un
balayage entre -1 V et +300 mV est effectué et mygic supplémentaire n’est apparu.
Cependant, dans les conditions de notre laboratoine désorption de la protéine est
intervenue pour les bas potentiels car les thivisobilisés a la surface se sont détachés.
Cette désorption des thiols a lieu vers -600 mVAggAgCI 3M KCI. Ce constat a été fait sur
tous les pH.
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2.4.2.3. Effet du cyanure sur le cytochromec oxydase de typebas; de
Thermus thermophilus

Le cyanure ainsi que le monoxyde de carbone sostim@biteurs possibles pour cette
protéine. En effet, ils se lient & I'nenag a la sixieme position de coordination axiale. lls
préviennent la réaction de I'enzyme avec I'oxygsuece site. Le cyanure a une préférence
pour la liaison avec 'héme ferrique. Le ligand eerit alors I’'hemeag a un état bas spin et
devient ainsi hexacoordiné. Cette mesure permebdérmer I'immobilisation au niveau de
’hémeb. En effet, si la protéine est immobilisée par e, Gl n'y a pas d’effet du cyanure.
Différentes concentrations de cyanure dissout damiaque fois ajoutées dans le tampon de la
protéine immobilisée. Une mesure de pH est effectagres I'addition de cyanure. Une
concentration de 100 mM pour 100 pL de cyanure ddhsmlL de tampon permet la

désorption de la protéine immobilisée (voir figér2.18). Le temps d’attente est de 10 min.

0,4
0,2 1

0,0

Courant / pA

-0,2 1

0,41

-0,6 1

-300 -200 -100 0 100 200 300
Potentiel / mV vs. Ag/AgCI 3M KCI

Figure 6.2.18 : Voltampérogrammes du cytochrdvaea pH 6.4 (en noir) immobilisés sur les nanopaltisu
d'or fonctionnalisées avec le mélange de deuxgtialne vitesse de balayage de 0.005 ¥tsprés ajout de
100mM de KCN (en rouge). Le temps d’attente est@enin.
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Le résultat est identique pour chaque pH. Ceci @8 preuve supplémentaire que
'immobilisation se fait au niveau de I'hénlie Les mémes mesures ont été effectuées sur le
cytochromec; etcss; sans aucune désorption de la protéine. Or, lechybonec; etcss, ont la
particularité d’avoir leur héme qui est hexacoogédoomme tous les hembst c de classe |
(38, 39 ce qui implique qu’il N’y a pas de ligand libtea conséquence est que le cyanure n'a
pas d'effet sur ces différents hemes. Pourquoimté@b du cytochromeébas réagit-il ? 1l faut
savoir que les hemdset ag sont couplés dans cette protéine. Leur interaatst de type
électrostatique et un changement de potentiel we ipligue un changement de potentiel
pour l'autre. Le cyanure a donc un effet sur 'héagequi est pentacoordiné. Ainsi, par

interaction, le cyanure a un effet sur I'héme

A l'aide de la structure cristalline, les différersites d’interactions possibles peuvent étre mis
en avant (voir figure 6.2.1940) Deux sites d’interactions sont seulement prolsahble sont
situés a gauche de la protéine, avec des distamféeigures a 30 A. Une distance trop grande
ne permet pas un transfert d’électrons efficace’et pas exclu qu’un autre site d’interaction

soit possible grace a la présence du détergemtegiien créer un.

30A
............................................................................... Espace périplasmique

............................................................................... Espace périplasmique

Figure 6.2.19 : Structure du cytochromexydase de typbas, les pointillés montrent les limites de I'espace
périplasmique. Les trois sous-unités (Cemed etas) sont mises en avant. Les distances sont meseinées

I’'heme b et la surface. Les deux fleches indiqlesitdeux sites d'interactions probables. (code FIEBF).40)
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2.4.2.4. Superposition des bandes Amide | et Il pour la cytchrome c

oxydase de typéas immobilisée a différents pH

Le spectre obtenu par réflexion totale atténuéééxade surface est effectué pour chaque pH.
Pour chaque pH, les signaux typiques d'une protsame retrouvés : la bande Amide |, la
bande Amide Il et la bande des Tyrosines protonAeshaque fois I'immobilisation est

prouvée et obtenue aprés lavage de la surface lepdésnier dépo6t (voir figure 6.2.20).
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| —
0,001 Abs
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1800 1750 1700 1650 1600 1550 1500

Nombre d'onde / cm™

Figure 6.2.20: Spectres infrarouge obtenus pagxiéhh totale atténuée exaltée de surface sur ufecsud’or de
20 nm aprés rincage pour le cytochrdmaga pH 6.4 (en noir), 7.5 (en rouge), 8 (en bleld.Bt(en vert).
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3. Comparaison des immobilisations de protéines

De maniéere générale, il y a une différence assibtefantre le potentiel de la protéine en
solution et celui trouvé aprés immobilisation dgtatéine. Cependant, il y a une plus grande
différence quand le mélange de deux thiols essét{ide 10 a 49 mV). Cet écart est d0 aux
différences d’interactions entre la protéine elebé&ode (voir tableau 6.3.1). La valeur de la
largeur a mi-hauteur n’est pas proche de la vati&ale qui est de 90.6 m\23) sauf pour le
cytochromec;. La modification avec les deux thiols présente valeur plus grande ce qui

suggere une orientation plus aléatoire des praté&nela surface de I'électrode.

Cytochrome k2 solution Ei2 immobilisee  LMH Modifiants
(mV) (mV) (mV) utilisés
(hémeb/ag)
c1pH 8 -60 -48 101 DTSP
Css2 pH 8 -29 2 135 SAM’s
bas pH 6.4 30/115 75 >140 SAM’s
(hémeb/ag)
bag pH 7.5 10/43 56 >140 SAM’s
(hémeb/a)
bas pH 8 23/14 41 >140 SAM’s
(hémeb/ag)
bas pH 8.5 38/-9 47 >140 SAM’s
(hémeb/a)

Tableau 6.3.1 : Potentiels de demi-vague (vs.AgIiBM KCI) de la protéine immobilisée comparés aux
valeurs en solution, la largeur a mi-hauteur ducpihodique, le taux de couverture et la vitesseatesfert

d’électrons pour le cytochroneg, css, etbag a pH 6.4, 7.5, 8 et 8.5.

La méthode de Murata et al., qui utilise une résg@ude nanoparticules, peut donc étre

étendue a diverses sortes de protéibks. (
3.1.Durée de vie de la protéine immobilisée

Il était important de savoir combien de temps lat¢ine est adsorbée sur la surface en vue
d'une application future pour une biopile. Or, untra critére rentre ici en jeu qui est la

dénaturation éventuelle de la protéine.
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En effet, les protéines sont tres sensibles, enttes, a la température et a I'environnement.
Peu de protéines peuvent survivre a une tempéramnipgante sans connaitre une dénaturation
rapide méme pour les organismes extrémophiles. sAprgours, la protéine est encore

immobilisée, mais avec une diminution de I'inte@giu signal. L’électrode a été stockée dans

son tampon a 4°C.
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4. Conclusion

L’électrochimie de protéines adsorbées sur un tedeananoparticules d’or est décrite. Cette
démarche a été mise en place a la suite de l'infidésde déterminer le potentiel de demi-
vague d'une laccase bactérienne avec nos méthatetdies. En effet, le coefficient
d'extinction molaire de la protéine est trop faipteir que le signal soit exploitable. Ainsi une
approche plus classique est développée en utilisanéseau de nanoparticules attaché a une
électrode qui se comporte comme un relais entrecdetre actif de la protéine et
I'électrode 41-449

Dans cette partie, I'étude de la laccase montre tiompossibilité de déterminer le potentiel
de demi-vague dans les conditions de travail cbeisiia méthode de dépdt des
nanoparticules et l'application de cette méthodéétude des protéines précédemment
caractérisées sont mises en place. Pour chaquéin@oune caractérisation de la surface
obtenue est effectuée, grace a la spectroscopiaronfje a transformée de Fourier par
réflexion totale atténuée exaltée de surface el girouver que le signal est bien celui de la
protéine adsorbée sur la surface. Dans ce chafitnejobilisation de la laccase dgacillus
subtilis de deux protéines solubles issues de la chasm@ratoire deT.thermophilus le
cytochromec; et le cytochromess, (45) ainsi qu’une protéine membranaire la cytochrame
oxydase de typbas a quatre pH différents est étudiée. Cette immeddilon est caractérisée
en déterminant le potentiel de demi-vague, la sdafe transfert d’électrons, la largeur a mi-
hauteur (LMH) ainsi que le taux de couverture. Li\ate redox des protéines immobilisées
en solution est comparée afin d’exploiter leurceftité catalytique dans des futurs biopiles.
Cependant, 'immobilisation de la laccase a done® résultats peu probants qui sont moins
intéressants que ceux obtenues pour les autregim@stissues de la chaine respiratoire.
L'immobilisation grace au réseau 3D de nanopamiewd donc une efficacité supérieure a
celle avec une monocouche auto-assemblée. llcegtdtabord, intéressant de varier la taille
des nanoparticules déposées afin de voir leurantla sur les différents parametres et pouvoir
optimiser le dépbt de maniere optimale. Puis, umeabilisation différente du cytochrome
bas est envisagée. Dans ce cas, I'immobilisation sieifaire a partir du Guet ainsi avoir une
activité catalytique37) Enfin, si le cytochroméas présente les caractéristiques suffisantes,
une future biopile peut étre mise en place a pduimoment ou une activité catalytique a
lieu. Cependant, la dénaturation rapide de la preta température ambiante est toujours un

probléme pour notre future biopile.
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Chapitre VII :

Conclusion



La these s’articulait autour de la caractérisagbrle la recherche de systemes catalytiques
ayant une application potentielle pour une futuopite. La spectroscopie infrarouge couplée
a l'électrochimie a permis de décrire ces difféesnprotéines. Deux protéines solubles, le
cytochromec; et cssp et une protéine membranaire le cytochromexydase de typéag,
toutes les trois d@hermus thermophilusnt été utilisées. Une glycoprotéine la laccase de

Bacillus subtilis a également été caractérisée.

Tout d’abord, dans une premiére partie, la cytatie@ oxydase de typdaz et plus
particulierement de sa dépendance pH est étudiée.cytochromebas de Thermus
thermophilusest la plus petite cytochrome ¢ oxydase connuestlilors intéressant, grace a
I'infrarouge couplé a I'électrochimie, de montres conséquences de ce changement d'un
point de vue conformationel sur I'ensemble de latgine et sur chaque héme de facon
individuelle. Cette inversion de potentiel engendmc des changements structuraux qui
influent sur la structure de la protéine, de nomakrehangements dans la région des bandes
Amide | et Il confirme cette hypothése. Cependaet,changement de conformation est
minime mais est suffisant pour influencer le patnle demi-vague. Un changement au
niveau des propionates a d’abord été constatéchasgements des bandes des propionates
des hémes a différents pH peuvent étre dus a l@é@ation et a la protonation ou causeés par
un changement d’environnement des propionates desed respectivement protonés ou
déprotonés. Puis, de nombreux acides aminés pewsdit un changement d’état de
protonation. Pour 'hémé, des Tyrosines changent probablement d’état dematon au
cours de la dépendance en pH. Plus surprenant abhamgement n’est constaté pour 'heme
as, qui est entouré de Tyrosines cruciaux pour leamidne de la protéine. Le role de I'état
de protonation est encore peu clair sur les paisntie demi-vague des hemes comme

I'influence des interactions entre les hémes supteentiels de demi-vague.

Dans une seconde partie, l'interaction protéindgine a été étudiée. Ce phénomene est
encore mal connu et met en jeu beaucoup d'intertyui influencent de fagon notable sur
le complexe et sur ces caractéristiques spectrapoep Grace a l'apport de spectres
différentiels, I'influence de l'interaction des deaytochromes sur divers bandes a pu étre
montrée. L'étude du complexecss; a permis de voir gu’'un complexe ne se forme pas
toujours, les deux potentiels des deux hémes nepssnmodifiés. Pour le complegec, les
potentiels ne peuvent pas étre distingués carrté@are leurs valeurs est trop faible. Un
changement d’environnement des propionates des sh@&stevisible ce qui implique un

changement de potentiel probable.
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Pour le complexe;-Cssy, les deux potentiels trouvés sont trés éloignésvadeurs pour les
hémes individuels. Les interactions diverses ondifiéo I'influence sur I'heme et sur son
environnement. Ce complexe apporte inévitablemest abntributions qui n’existaient pas
dans les deux cytochromes isolés. Ainsi, les dententiels trouvés ne peuvent pas étre
attribués a un heme en particulier, ils résultéon ceffet coopératif entre les deux hemes

présents.

Dans une troisieme partie, I'électrochimie de preé adsorbées sur un réseau de
nanoparticules d’or est décrite. Cette démarché aése en place a la suite de l'impossibilité
de déterminer le potentiel de demi-vague d'unealsedactérienne. Ainsi une approche plus
classique est développée en utilisant un réseanadeparticules attaché a une électrode qui
se comporte comme un relais entre le centre agtiigbrotéine et I'électrode. La méthode de
dép6t des nanoparticules et l'application de cattéthode a I'étude des protéines
précédemment caractérisées sont mises en placeciFamue protéine, une caractérisation de
la surface obtenue est effectuée, grace a la sigeopie infrarouge a transformée de Fourier
par réflexion totale atténuée exaltée de surfa@nst prouver que le signal est bien celui de
la protéine adsorbée sur la surface. Cette imnsathidin est caractérisée en déterminant le
potentiel de demi-vague, la vitesse de transfertedtrons, la largeur a mi-hauteur (LMH)

ainsi que le taux de couverture. L’activité redas gprotéines immobilisées en solution est
comparée afin d’exploiter leur efficacité catalyitgdans des futurs biopiles. Cependant,
'immobilisation de la laccase a donné des résulp&l probants qui sont moins intéressants
gue ceux obtenues pour les autres protéines iskuksschaine respiratoire. L'immobilisation

grace au réseau 3D de nanoparticules a donc unac#té supérieure a la monocouche auto-

assemblée.

Les protéines immobilisées présentent des carsiitereés suffisantes pour une application a
une future biopile. Cependant, les différents syste sont encore a optimiser. Cette étude
ouvre la voie a I'immobilisation d’autres protéinesembranaires qui peuvent avoir les

caractéristiques suffisantes. D’autres parametresaprendre en compte. La température est
un élément important, la biopile doit pouvoir résisa des températures extrémes. La stabilité
de la protéine dans le temps et plus particuliergrdes protéines membranaires est un autre
facteur qui est un élément critique pour une futimpile. Tous ces parametre sont donc a

optimiser.
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Annexes
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Annexe 1 : Spectre infrarouge du tampon phosptataM et KCl 100 mM en présence de médiateurs entre
-500 et +500 mV dans une région spectrale comprige 1800 et 1000 ¢ha pH 8. Les deux bandes & 1160 et

1088 cnit caractérisent les vibrations P=O du tampon.
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Annexe 2 : Spectres UV/Visible de la lacasse delBacubtilis dans sa forme oxydée (en rouge)agisdsa

forme réduite (en noire) aprés ajout d’ABTS a pH 8.
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Annexe 3 : Courbe de Laviron pour le cytochraméen noir) etss,(en rouge) a pH 8.
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Annexe 4 : Courbe de Laviron pour le cytochrdrmaga pH 6.4 (en noir), 7.5 (en rouge), 8 (en bled.8t(en

vert).
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