Chapitre 6

Méthodes expérimentales permettant de déterminer la masse et la
forme de systémes biologiques auto-assemblés

L’ultracentrifugation

La spectrométrie de masse

La cristallographie par diffraction de rayons X
La diffusion de la lumiére laser

Auto-assemblage:
formation spontanée d’ »aggrégats » organisés et fonctionnels

Des interactions faibles sont responsables de I'autoassemblage

Etat solide:

forces de cohésion responsables de propriétés particuliéres:
structures ordonnées: cristaux
cristaux covalents (diamant): liaisons covalentes réelles
cristaux ioniques (NaCl): empilement d’ions alternativement
positifs et négatifs, liés par liaisons ioniques
cristaux métalliques (Na..): liaisons métalliques

Dans les structures autoassemblées, les molécules gardent leur individualité,
mais elles échangent des liaisons ‘faibles’ pour assurer leur cohésion

Energies: liaison ionique: 167 a 630 kJ/mol
liaison hydrogéne: 41.8 kJ/mol
liaison de Van der Waals: 8.3 a 40 kJ/mol

Liaison
faible
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La membrane cellulaire:
un systéme auto-assemblé modéle

Extracellular
Fluid

Glycoprotein

/ Glycalipid._

!
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Integral cytoskeleton

protein Cytoplasm

Premiere étape ...Quelle est la masse d’un aggrégat ou d’une protéine ?

Méthodes basées sur les phénoménes de transport de macromolécules

Sédimentation: dans un champ de gravité des particules se séparent dans une
colonne liquide en fonction de leur masse:
les particules les plus lourdes sédimentent au fond du tube

Autres facteurs importants:
la force du champ de gravité
la forme des particules (les spheres se déplacent plus rapidement que
les batonets ('ADN dénaturé sédimente plus rapidement que 'ADN
hélicoidal)

. ) . fogce de friction
les particules sont soumises a deux forces

opposées. A I'équilibre, les particules sont »
distribuées dans le liquide en fonction de y forcq de gravité
leur masse

...trés lent.. 4




Ultracentrifugation:
Une force centrifuge remplace la force de gravité

&g
=S

échantillon Blanc’ -
. pour équilibrer

Rotor

Vitesse de rotation telle que la
force centrifuge est équivalente
a105g

vue de I'échantillon soumis a la force centrifuge

®
>

Une particule de masse m est soumise

— .
1. a la force centrifuge:
air

2. a des forces de friction opposées qui
retardent la particule

ménisque

Solution

—"Bottom"  Soit m, = bm la masse de la particule dans le liquide;
Dans un rotor tournant a une vitesse rotationnelle w,

la particule & une distance radiale r est soumise & la force centrifuge F:

2
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La force de friction F, est proportionnelle a s, la vitesse de sédimentation
de la particule; La constante de proportionnalité est f, le coefficient de friction.

A l'équilibre: F, = F,

\ F,=fs

fs= meﬁcrw2

On définit la constante de sédimentation S S=—

S est une mesure de la vitesse de migration d’'une particule soumise a une force
centrifuge; S ~ 10-'3s = 1 S (svedberg) pour des biomacromolécules (protéines);
Elle dépend de la viscosité de la solution et de la forme de la particule.

Soit M la masse molaire de la particule et N le nombre d’Avogadro:

meM s bmw’r bM f=_
N S= = =—

* ro’ fro® iy

La relation de Stokes-Einstein relie le coefficient de friction d’'une particule a sa
constance de diffusion D (T: température, k: constante de Boltzmann).

G_bM _bM 1 _bM D _bMD SRT
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D peut étre déterminé expérimentalement par diffusion de la lumiére;
b=1-pv, (p: densité massique du solvant, v,: volume spécifique du soluté)

La masse molaire d’'une protéine peut étre obtenue par sédimentation
mesurant la distribution des molécules a I'équilibre.

Voir exemple 11. (p 444)

Exercices: 11,13; 11,14; 11,15
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La centrifugation sur gradient de sucrose
Concentration T Force de friction
croissante de n(viscosite) 4 Poussée
sucrose augmente

| [ Force centrifuge
v

Mélange de deux protéines
de masses différentes

Collecte de fractions

-_— et analyse des fractions

U centrifuge

all |
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. Echantillon de
Solution de bactériorhodopsine

sucrose

0.10 4
*

A 554nm
*
*

C22-43 A8-35 oo

fraction

1"

La vitesse de sédimentation a une distance r est:

2
v = sl = MA-v.p)0r
N,f

La friction f est proportionnelle a la viscosité du gradient qui augmente quand r augmente
alors que (1-v¢p) décroit quand r augmente

Ces deux facteurs tendent a diminuer la vitesse de sédimentation au fur et 8 mesure

gu’une bande se déplace le long du tube
Mais r dans le numérateur de I'équation tend a accélérer le mouvement

On choisit un gradient tel que la vitesse de sédimentation est ~ constante le long
du tube (gradient isocinétique)

Exercices 11.13, 11.14; 11.15; 11.16
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Spectrométrie de masse appliquée a I'analyse de
macromolécules

L’échantillon analysé doit étre ionisé, on détermine le rapport m/z (masse/charge).
Dans le cas des protéines, on utilise la spectrométrie de masse « MALDI-TOF »
Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization-Time-Of-Flight

Haute tension
/ Faisceau laser La protéine est incorporée dans un composé
Détecteur solide (la matrice: acide nicotinique etc);

Les protéines sont éjectées par un faisceau laser;
Elles sont accélérées par une différence de potentiel

sur une distance d, puis elles continuent leur
trajectoire sur une distance | en « dérive »

v

Les ions de rapport m/z petit se déplacent
plus rapidement

e
I<
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Région de différence de potentiel (champ électrique E):
Les ions accélérent

—22 détecteur

o d L (dérive)

. 1
Energie cinétique des ions de charge Ze: K = EmV2 =Zekd

Donc:
m

(ZZeEd)yz

I i

Le temps requis pour qu’un ion de masse m parcourt la distance L:
2

L m %
t=—=] ) m t
v (ZZeEd) —t 7 ZeEd(Z)
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Spectre MALDI-TOF de I'albumine bovine (M: 44 430 g/mol)

Intensity

+1ion La protéine n’est pas dégradée;
I De trés petites quantités sont utilisées

l |
\ '.

‘MJ M“wmwwwmw k‘““wm

3 4 5 6 7 8
(m/z)/(10% g mol™")
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La diffraction des rayons-X par des réseaux cristallins

Technique cruciale pour déterminer la structure des protéines..dans la mesure

ou elles forment des cristaux..
Méthode de cristallisation de la goutte pendante

Le solvant s’évapore de la solution
plus diluée (la concentration en protéine augmente)

Goutte de solution
L’échantillon doit étre de haute pureté

de protéine
I , o
. Solution concentrée d'un Choix judicieux du solvant (tampon)
- Soluté non volatile De la patience

De la chance
16




Phase amorphe, phase cristalline

Le verre et le quartz..
méme composition chimique, propriétés physiques différentes
Le verre (amorphe) se casse en morceaux de toutes les formes
le quartz se clive le long de plans donnés en fragments qui sont des
copies du cristal original

Un cristal contient des motifs qui se répétent réguliéerement
dans les trois dimensions.

Motif = atome, ion, molécule ..etc

Les motifs forment un réseau (échafaudage abstrait de la
structure cristalline)
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Réseaux cristallins et mailles élementaires

Motif structural répété régulierement dans I'espace
Maille élémentaire (se répete par translation)

La sphére est une représentation arbitraire
du motif structural

La maille élémentaire est le plus petit motif
qui permet de reproduire le réseau complet

Maille élémentaire
= =d
+ Ta (B
L4
LY
Y q
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Les mailles élémentaires sont classifiées en 7 systémes cristallins d’apres leurs
éléments de symétrie correspondant a des rotations selon différents axes
G

f;;s);[:;n g’gfd?-gge(:c ) Systémg%gﬁ&;linique
3 s . .
organisés 1 axe d’ordre 2 selon la direction b

selon un tétraédre

C,. 3 rotations consécutives de 120° menent au point de départ
C,: 2 rotations consécutives de 180° ménent au point de départ

Dans un produit cristallin donné, les noeuds ne sont pas nécessairement placés
aux coins des mailles élémentaires, donc il faut définir plus que 7 systémes.
En tout, il en faut 14 (les réseaux de Bravais)
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Identification des plans réticulaires
(plans passant par les noeuds)

N , Indices de Miller
Ex: vue en 2 dimensions d’un plan vertical

a, b: distance entre les

RN .
noeuds et 'axe de départ \ %

On nomme les distances b|

par les coefficients

1/3 b devient 1 (a (110) (¢ (110)
1/2 a devient 2

13 b

(b) (230) 1/2a (d) (010)
Voir p 350

20
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Distance (d) séparant deux plans de noeuds
A partir des indices de Miller:

b
1 h2+k2+12
x STt t
3Jt¢d é d a b
alh
\ Voirex 11.2

Exercice 11.22

21

La diffraction des Rayons-X

Rappel:

1. les rayons X sont des ondes électromagnétiques
2. longueur d’'onde des Rayons X: 0,1 nm a 10 nm
(ordre de grandeur des distances inter-atomiques)

Equation du champ (électrique ou magnétique)associé a une onde électromagnétique

E = E cosQmvt - 2m/A)x + §)

Fréquence longueur d'onde phase

La phase varie entre -it et +x;

Elle donne la position relative des maxima de 2 ondes de méme longueur d’onde

22
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Interférence constructive (¢ = 0)

Onde 1
Onde 2
Résultante

Interférence destructive (¢ =-m ou x)

Onde1 —
Résultante
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Phénoméne de diffraction:

un objet placé dans le trajet d’'une onde électromagnétique interfere avec 'onde
produisant des ondes secondaires qui peuvent interagirent de maniére constructive
(augmentation de I'amplitude) ou destructive (diminution de I'amplitude).

La répartition des intensités résultantes crée des figures de diffraction

Roentgen découvrit les Rayons-X en 1895;
En 1923, von Laue suggére que les Rayons-X
pouvaient étre diffractés en traversant un
cristal.

Confirmé par Friedrich et Knipping

12



Génération des Rayons-X

<— Sample holder |—-‘|
_‘—focmlm; cup
Culture dish (1.5 um Myler) IMament
Vvacuum ——§-—» _J
Monitor chamber casing/__
shickiing
Shutter controler -

Be window

::“v
EzFene‘ tre de béryllium

rr =
Electron gun

Target

Faisceau d’électrons de
haute énergie

|

Cible
métallique
Radiation (X) continue est générée lorsque les électrons

déceélérent par impact avec le métal (bremsstrahlung) 25

Diagramme énergétique décrivant la formation des rayons-X

Electron éjecté
(énergie plus basse)

Energy —

\
\
\

Electron incident |
(haute énergie)

des électrons de plus haute énergie occupent les orbitales libérées par
les e~ émis, I'excés d’énergie est libérée sous forme de rayons-X
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Interprétation des figures de diffraction obtenues a
partir de cristaux (loi de Bragg)

La loi de Bragg permet de calculer I'angle

m d’incidence (8) donnant lieu a des interférences

positives de rayons X interagissant avec le cristal.

Plan réticulaire représenté comme un mirroir

d

Cristal= empilement de plans réticulaires
réfléchissants espacés de la distance d

27

loi de Bragg

Différence de trajet de deux ondes paralléles R, et R;:

AB + BC =2dsinf

Angle de Bragg

Si AB + BC =), les interférences sont
constructives, donc on a réflexion quand

d nA =2dsin0

n=1,2, ...

Ex 11,3 p452. Exercice 11.23

28
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Figures de diffraction de biopolymeres

Interférences constructives

ADN Lysozyme
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Acquisition expérimentale de figures de diffraction

Diffraction de poudre (orientation aléatoire des plans réticulaires)

P e

) 20| |

> L
> =
b n
wn [=
g g
- c
£ =

1

0 201 20 ‘AsoA 0 20 40 60

Glancing angle, 20 Glancing angle, 260

NaCl KCl

Technique plus élaborée voir p 455-457

30
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Experimental
stations

La cristallographie par Rayons X a temps résolu
Source de Rayons-X: synchrotron
Voir : www.lightsource.ca

Un faisceau d’électrons circule le long d’une trajectoire

circulaire; les électrons sont accélérés constamment.
lls émettent des radiations de différentes énergies selon

d 30m { les conditions.
i Fréquences; micro-onde, IR, rayons X (haute intensité)_
E Storage 4
ring S

La source émet des pulses (100 a 200 ps)

/ Permet de suivre I'évolution de réactions enzymatiques
10 m ; Electron en fonction du temps (résolutions: ns a ms)

Booster
Linear synchrotron
accelerator
Figure 11-23
Physical Chemistry for the Life Sciences, First Edition 31

©2006 W. H.Freeman and Company

La cristallographie par Rayons X a temps résolu
Source de Rayons-X: synchrotron

Voir : www.lightsource.ca

Saskatoon,

32
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Taille des biomacromolécules formant des pelotes statistiques

Distance quadratique moyenne des bouts de chaine: qum =N"|
Longueur de contour de la chaine: R, R = NI

Le rayon de giration (R,) li¢ au moment d’inertie moyen de la chaine
par rapport a son centre de masse; ou rayon d’une sphére ayant la
méme masse et le méme moment d’inertie que la chaine

33

Une spheére creuse ayant les mémes propriétés rotationnelles que la vraie molécule sphérique
a un rayon égal au rayon de giration de cette molécule, R peut étre mesuré par diffusion
de la lumiére

A
=)
—
(a) (b) \J

Taille de biopolymeres typiques
M/(kg mol~1) Rg/nm
DNA 4 X 103 117.0
Myosin 493 46.8
Serum albumin 66 2.98
Tobacco mosaic virus 3.9 X 10* 92.4

Voir exercices numériques 11.43, 11.44, 11.45, 11.47
34
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La diffusion de Rayleigh

6: angle entre le rayon incident

. ) ) et la direction de détection
Echantillon: particules en solution

Size < A de la lumiére laser Detector
JEREN /
apyd \/ - =KP gC M M
Incident /" /% / \ 0
y  ray R 1
—
Lumiére l, intensité de lumiére diffusée a I'angle 0
monochromatique M: la masse molaire de la particule

Intensité: |,

K: paramétre dépendant de l'indice de
réfraction de la solution

Cy: concentration

Py: facteur de forme (relié a la taille de la
particule); pour des molécules beaucoup
plus petites que A: Py ~ 1

Chap 13.12 3

Intensité de lumiére
diffusée (1)

Si la taille des particules est ~ A/10, on écrit:

16°R; sin*1/26
y ~1- 3z R,: rayon de giration de la macromolécule

Malheureusement,

trés peu de solutions de biomacromolécules sont « idéales »méme trés diluées.
Les interactions solvant/macromolécule ne peuvent pas étre ignorées.

Voir section 3,14 (pression osmotique des solutions de biopolyméres)

Ke,, =L+BCM avecR,,=I—“
R, PM 1,

On écrit 'équation ci-dessus sous la forme:

B: constante empirique reliée aux interactions solvant/polymeére

Il est donc nécessaire de mesurer I'intensité de la lumiére diffusée par un échantillon
a plusieurs angles de détection par rapport a la direction du faisceau incident.

Voirex 13.4 p 573 36
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A retenir..

Principe et applications simples de I'ultracentrifugation
Principe de la spectrométrie de masse MALDI-TOF
La structure cristalline et les indices de Miller

La diffraction des rayons X

Détermination de la masse des biopolyméres par
diffusion de la lumiére laser

37
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