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Introduction

Les progres de la médecine et des biotechnologies conduisent a 'utilisation de nouvelles
méthodes thérapeutiques telles que la thérapie génique, la transplantation de cellules,
I'utilisation de principes actifs a base de protéines. Mais les protéines, les cellules ou les
tissus des organes sont intrinsequement instables lors de leur conservation a température
ambiante ou apres leur injection dans le corps humain. Par exemple, les protéines sont tres
sensibles a des changements de température, de pH, etc. La demande de la stabilisation
efficace de ces composés biologiques est donc accrue.

A T’heure actuelle, les cellules des mammiferes sont pour la plupart préservées a des
températures cryogéniques (cryopreservation). D’autre part, le procédé de lyophilisation
(ou refroidissement-séchage) est couramment utilisé dans I'industrie pharmaceutique pour
la stabilisation et la conservation des composés biologiques a température ambiante. Mais
ceux-ci, sensibles aux changements de température et/ou a la déshydratation, sont sus-
ceptibles de se dégrader au cours de ce procédé. En outre, leur stabilité peut étre affectée
a I'état solide par des réactions de déamidation ou d’oxydation.

C’est la raison pour laquelle des composés stabilisateurs sont généralement ajoutés
aux formulations initiales. Parmi ces composés, des disaccharides tels que le sucrose ou
le tréhalose sont particulierement efficaces. Ceux-ci sont synthétisés en grande quantité
dans certaines plantes, insectes, et microorganismes tels que des levures, des nématodes
(tardigrade) vivant dans des milieux hostiles (poles, déserts arides, etc.). Ces organismes
sont capables de survivre a des périodes prolongées lorsqu’ils sont soumis aux tres séveres
contraintes environnementales de température et de sécheresse rencontrées. Pour cela, ils
entrent dans un état ou leur métabolisme semble suspendu. Une fois les circonstances
redevenues plus favorables, ils retrouvent une activité normale. Il s’agit du phénomene de
I’anhydrobiose, et 'on désigne de maniere plus générale par bioprotection (ou biopréserva-
tion) le procédé permettant de maintenir la fonction d’'un composé biologique apres une
exposition prolongée a des conditions normalement létales.

De nombreuses études ont été menées afin de comprendre 1'origine de ce phénomene
et ont montré que le tréhalose est I'un des meilleurs bioprotecteurs. Néanmoins, celles-
ci ne sont pas parvenues a expliquer de maniere satisfaisante (i) l'origine moléculaire
de Defficacité du tréhalose par rapport a d’autres carbohydrates ou excipients et (ii) le
phénomene de la bioprotection en lui-méme, et aucune n’est unanimement acceptée :

— I'hypothese de Green et Angell porte sur la vitrification du solvant (sucre et eau)
dans lequel se trouvent les molécules biologiques. L’efficacité du tréhalose serait liée
a sa température de transition vitreuse, T}, particulierement élevée (T, ~ 393 K).
Certaines matrices dont la T}, est plus faible telles que le mélange glycérol/tréhalose
de composition massique 0.05/0.95 présentent cependant une plus grande efficacité
de bioprotection, alors que d’autres dont la T} est plus élevée (Dextran ou PVP)
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sont moins efficaces. Des interactions spécifiques (liaisons hydrogene) entre le bio-
protecteur et la molécule biologique semblent donc nécessaires.

— I'hypothese de remplacement de ’eau proposée par Crowe et al. suggere que les
molécules de sucre se substituent aux molécules d’eau autour de la molécule bio-
logique lors de la déshydratation, afin de préserver un réseau de liaisons H avec
la biomolécule capable de stabiliser sa structure tridimensionnelle. Cependant, les
molécules d’eau situées au sein de certaines protéines ne peuvent pas étre remplacées.

— I’hypothese de Magazu et al. insiste sur la déstructuration du réseau tétraédrique de
liaisons H de ’eau par les sucres, qui empécherait la formation de la structure cris-
talline de 'eau (glace) au profit d’une structure amorphe d’un liquide sous-refroidi.
Ce modele ne fournit cependant qu'une explication partielle car il ne considere que
les situations ou la concentration en eau est importante et ou 1’eau est susceptible
de cristalliser.

— le modele d’hydratation préférentielle des protéines de Timasheff et al. suggere que
la proportion de molécules d’eau a la surface des protéines est plus élevée que la
composition globale, alors que les sucres seraient exclus du voisinage immédiat des
protéines. Cette exclusion résulterait de 'effet de volume exclu et de 'augmentation
de la tension de surface de l’eau par les sucres. Ce modele ne s’applique que si la
concentration en sucres est suffisamment faible pour qu’ils ne soient pas contraints
d’interagir avec la protéine.

— I’hypothese de Belton et Gil supporte I'idée que les protéines resteraient hydratées,
meéme lors de forts degrés de déshydratation. Le tréhalose concentrerait davantage
I’eau résiduelle a proximité de la protéine. Celle-ci deviendrait confinée par la vi-
trification du tréhalose. A un degré de déshydratation suffisamment élevé, quelques
liaisons H se formeraient entre les sucres et les protéines.

— I’hypothese de Cesaro souligne le role important de la transformation réversible entre
les phases cristallines T, et dihydrate 75,0 du tréhalose, dont les structures sont
proches. Le tréhalose cristalliserait en solution dans sa phase cristalline dihydrate
de maniere épitaxiale a la surface des membranes des cellules, jusqu'a ce qu’il ne
reste que tres peu d’eau. La forme T, serait ensuite formée par déshydratation lente
de la phase Thp,0. De nombreuses études ont cependant montré que la formation
d’un verre conduit a une meilleure interaction entre la matrice et les molécules bio-
logiques préservées.

Ces hypotheses ne décrivent le phénomene de bioprotection que dans des domaines de
température et /ou de concentration en eau limités. Les hypotheses de 'effet destructurant
et de ’hydratation préférentielle s’appliquent aux systemes contenant de ’eau volumique,
alors que les hypotheses de vitrification, de substitution de I’eau, de la couche d’hydra-
tation et de la formation des cristaux 7, et Top,0 concernent les systemes relativement
déshydratés.



Ces hypotheses mettent en évidence le role central de 1’eau, qui stabilise les molécules
biologiques en solution en formant de nombreuses liaisons H. Il est donc clair que le
phénomene de bioprotection et la plus grande efficacité du tréhalose ne peuvent étre
compris que si les effets sur 'eau du tréhalose par rapport a ceux d’autres composés
stabilisateurs sont connus a différentes températures et concentrations. C’est la raison
pour laquelle nous avons étudié I'influence du tréhalose et de deux de ses stéréoisomeres, le
maltose et le sucrose, sur la structure et la dynamique de I’eau et d’une protéine globulaire
modele, le lysozyme. Afin de comprendre 'origine moléculaire de la bioprotection, nous
avons mené des simulations numériques de dynamique moléculaire. Celles-ci constituent
un outil efficace pour étudier les interactions des sucres avec 1’eau et la protéine. Nous
avons également entrepris des expériences de spectroscopie Raman qui est parfaitement
adaptée a 1'étude des associations moléculaires via liaisons H et qui permet de sonder
indirectement la structure de I’eau et du lysozyme. Cette étude comparative de 'effet des
trois sucres, dont la formule chimique commune est C1oH9,011, vise a expliquer pourquoi
la conformation et la topologie du tréhalose lui permet d’étre plus efficace.

Dans le premier chapitre de ce mémoire, nous rappelons quelques propriétés impor-
tantes de 1’eau, en particulier sa capacité a former un réseau de liaisons H tétraédrique.
Nous exposons ensuite quelques caractéristiques de la structure, de la dynamique et de
la stabilité des protéines, et soulignons le role essentiel de 'eau et plus généralement
du solvant. Nous décrivons alors la topologie des sucres étudiés, puis détaillons enfin les
différentes hypotheses de la bioprotection.

Le second chapitre est dévolu a quelques rappels théoriques sur les simulations de
dynamique moléculaire et sur la spectroscopie Raman. Il décrit également la composition
des solutions étudiées.

Le troisieme chapitre est consacré a ’étude des mélanges binaires disaccharide/eau.
Nous rapportons les principaux résultats obtenus sur l'interaction entre les sucres et 1’eau,
sur l'influence des sucres sur la structure et la dynamique de I’eau. Nous étudions égale-
ment la flexibilité conformationnelle et les interactions entre molécules de sucres.

Le quatrieme chapitre indique les résultats sur I'influence des sucres sur les proprié-
tés structurales, vibrationnelles et dynamiques du lysozyme. Une section est consacrée a
I’étude de la dénaturation thermique du lysozyme par spectroscopie Raman.






Chapitre 1

Présentation du probleme

Ce chapitre rappelle tout d’abord quelques particularités d’un composé fondamental
dans le phénomene de bioprotection, 1’eau, qui est primordiale pour la stabilité et 1’ac-
tivité des molécules biologiques en raison des nombreuses liaisons H qu’elle forme avec
celles-ci, et qui peut modifier les propriétés physico-chimiques de leur environnement (sol-
vant ou matrice). Dans un second temps, nous décrivons quelques caractéristiques des
protéines, auxquelles sont consacrées la majorité des études sur la bioprotection. Enfin,
nous détaillons le phénomene de bioprotection lui-méme, en nous intéressant plus particu-
lierement aux disaccharides, et notamment au tréhalose qui passe pour I'un des meilleurs
bioprotecteurs, et analysons les principaux mécanismes proposés.

1.1 L’eau

Malgré son apparente simplicité, 1'eau est de loin la substance qui suscite le plus
d’intérét, tant du point de vue scientifique que technologique. Elle recouvre environ 70 %
de la surface terrestre, est indispensable a la vie, car elle permet les réactions biologiques,
et possede des propriétés singulieres, pure ou en tant que solvant [1,2].

Le comportement de ’eau liquide differe sensiblement de celui des liquides simples, a
de nombreux points de vue. Les anomalies les plus connues sont le maximum de densité
de la phase liquide a 277 K a pression atmosphérique et I'augmentation du volume de
I’eau lorsqu’elle cristallise. En outre, les propriétés dynamiques de l'eau se distinguent
notablement de celles des liquides simples. Par exemple, la constante de diffusion D a
température constante (273 K) augmente lorsque la pression augmente jusqu’a environ
200 MPa, puis diminue, comme c’est le cas pour la plupart des liquides. Les propriétés
structurales et dynamiques des liquides tels que I'eau résultent de la formation de nom-
breuses liaisons hydrogéne (LHs), qui jouent un role primordial dans la structure et la
dynamique des molécules biologiques.

1.1.1 Distribution électronique

La distribution électronique de la molécule d’eau est composée de (i) deux régions
qui présentent un exces de charges positives et qui sont associées aux atomes d’hydrogene
dont les électrons sont attirés par la forte électronégativité de 'atome d’oxygene, et (ii) de
deux lobes a proximité de I’'atome d’oxygene qui présentent un exces de charges négatives
et qui correspondent aux doublets non-liants (cf figure 1.1). L’ensemble de ces quatre
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régions & exces de charges adopte une organisation tétraédrique [1]. En phase condensée,
les valeurs d’équilibre de I’angle de liaison (HOH) est de 104,5° et le moment dipolaire de
1,85 Debye (D).

Fic. 1.1 — Représentations schématiques d’une molécule d’eau. A gauche: les charges
partielles positives 6 des atomes d’hydrogéne et la charge partielle négative 6>~ de l’atome
d’oxygene induisent un moment dipolaire [i selon l'axe bissecteur des deuz liaisons OH.
A droite : fonction de localisation tridimensionnelle des électrons, dont la géométrie est
tétraédrique.

1.1.2 Liaisons hydrogéne (LHs)
Définition

En phase condensée, une LH O-H--- O est susceptible de se former entre un atome
d’hydrogene lié & un atome d’oxygene (appelé donneur, D) d’une molécule d’eau donnée et
'atome d’oxygene d’une molécule d’eau voisine (nommé accepteur, A)! (cf figure 1.2). La
délocalisation des électrons de la liaison O-H est induite par la propension qu’a I’hydrogene
a se polariser positivement et par la forte électronégativité de l'oxygene donneur. Il en
résulte un fort moment dipolaire selon O-H dont le champ polarise les électrons du doublet
non liant de 'atome d’oxygene accepteur [3].

Energie

L’énergie d'une LH (= 5 kcal/mol) est comparable a celle mise en jeu dans les fluc-
tuations thermiques a température ambiante (RT ~ 0,60 kcal/mol a 300 K, ou R est la
constante des gaz parfaits). Ceci explique son role essentiel dans les processus biologiques
dont la réactivité est souvent conditionnée par 1’évolution dynamique du réseau de LHs.
La principale contribution attractive de I’énergie de liaison est d’origine électrostatique et
est d’autant plus importante que les dipoles de molécules d’eau voisines sont alignés. Les
autres contributions proviennent i) de la polarisation d’une molécule sous I'influence du

1. A et D sont 'oxygene O (électronégativité, selon 1’échelle de Pauling xp = 3,5) dans l'eau. Mais,
de maniere plus générale, A et D peuvent étre également l'azote N (xp = 3,0), le fluor F (xp = 4,0), et
plus rarement, le soufre S (xp = 2.6) et le chlore Cl (xp = 3,2).



Fic. 1.2 — Représentation schématique d’une LH entre deux molécules d’eau, décrite de
maniére géométrique par la distance dpg entre les atomes d’oxygéne donneur (D) et ac-
cepteur (A) et un angle O-H--- O valant 05 .

champ créé par sa voisine ii) du transfert de charge du a la délocalisation intermoléculaire
des électrons, et iii) de la corrélation de phase entre les déplacements instantanés des
électrons. La contribution répulsive résulte du principe d’exclusion [3].

Géométrie

La distance entre 'atome d’hydrogene et 'atome d’oxygene accepteur est plus petite
que pour une liaison de van der Waals, et la distance entre les atomes d’oxygene donneur
et accepteur est proche de la somme de leur rayon de van der Waals. La distance O--- O
est d’environ 2,8 A [3]. L’angle de liaison O-H---O d’une LH parfaite est de 180°. Cette
directivité est liée aux deux contributions attractives majeures (électrostatique et trans-
fert de charge), toutes deux fortement directionnelles. Cependant, cette parfaite linéarité
est relativement peu respectée dans 1’eau liquide, compte-tenu des réorganisations perma-
nentes des molécules les unes par rapport aux autres. L’angle O-H--- O peut dévier de
plusieurs dizaines de degrés de 180°, et il est alors possible de distinguer différents types
de LHs:

— LH quasi-linéaire (O-H--- O ~ 180°).
— LH bifurquées [4] (O-H---O # 180°).
Ces différents types de LHs sont représentés dans la figure 1.3.

1.1.3 Structure tétraédrique de ’eau

Les molécules d’eau sont coordonnées de maniere tétraédrique en accord avec la distri-
bution électronique des charges. En effet, une molécule d’eau forme quatre LHs avec ses
quatres molécules d’eau voisines: I'atome d’oxygene en forme deux en tant qu’accepteur,
via les doublets non-liants, et deux en tant que donneur, via les atomes d’hydrogene. Cet
ensemble de cing molécules d’eau est parfois appelé « pentamere de Walrafen » [1] et est
représenté dans la figure 1.4.



b) Cc)

Fic. 1.3 — Différents types de LHs: a) LH quasi-linéaire, b) et ¢) LHs bifurquées.

F1G. 1.4 — En raison de l'organisation tétraédrique de son nuage électronique (cf fig. 1.1),
une molécule d’eau peut se lier par LH avec ses quatre molécules d’eau plus proches voi-
sines, formant un tétraédre réqulier appelé « pentamere de Walrafen ».



L’espace tridimensionnel peut étre pavé par des unités formées a partir de ces penta-
meres, et ’on pense que toutes les propriétés microscopiques et macroscopiques de ’'eau
proviennent du fait qu’elle forme ce type de réseau de LHs. Par exemple, la capacité des
molécules d’eau a former une grande variété de réseaux tétracoordonnés conduit a un
grand polymorphisme de la glace, dont treize formes cristallines ont été répertoriées jus-
qu’a présent [2]. Plusieurs phases amorphes distinctes de basse (LDA), de haute (HDA)
ou de tres haute densité (VHDA) sont également connues [2].

En outre, I’eau adopte une orientation préférentielle dans la sphere d’hydratation des
solutés non polaires ou des chaines latérales hydrophobes des biopolymeres a la base des
théories sur I'hydratation ou sur les effets hydrophobes (cf section 1.2.5, p. 17). A proximité
d’un soluté apolaire, le réseau de LHs de I'eau se réorganise de maniere a se renforcer en
adoptant des géométries qui réduisent I’entropie de la solution [1]. Les molécules d’eau
sont alignées suivant trois directions tangentielles a la surface de maniere a préserver le
maximum de LHs. A titre d’illustration, le réseau de LHs autour du méthane est représenté
dans la figure 1.5.

Fic. 1.5 — Hydratation d’un soluté hydrophobe, le méthane. Le réseau de LHs de l’eau se
réorganise de maniére a préserver le mazimum de LHs, en formant des cycles pentagone,
selon une structure de type clathrate [5]. Les atomes d’hydrogene du méthane sont repré-
sentés par des spheres vertes, dont la taille est augmentée par rapport a celle des atomes
d’hydrogene des molécules d’eau, afin de mieux le distinguer.

1.1.4 Modeles de ’eau

De nombreux modeles conceptuels ont été développés afin de décrire le comportement
de I'eau liquide. Ces modeles se classent en deux grandes catégories: les modeles dits de
« mélange » et les modeles dits de « continuum » [1, 6].

Les modeles de mélange distinguent deux types de molécules d’eau: i) celles qui
forment des LHs et qui appartiennent donc a des agrégats (« intact HBs » ou « hydrogen-
bonded » HB) et ii) celles qui n’en forment pas (« broken HBs» ou «non hydrogen-
bonded » NHB). L’eau liquide serait composée d’'un mélange de structures ordonnées
(«ice-like ») et désordonnées (« liquid-like »), respectivement moins denses et plus denses
que la densité moyenne de I'eau. Expérimentalement, de nombreuses études en tempéra-
ture de la vibration d’élongation O — H de l’eau obtenue par diffusion Raman révelent
I’existence d’un point isobestique, dont l'intensité reste constante lorsque la température
varie (cf figure 1.6). A partir de cette observation, certains auteurs ont proposé la dé-
composition arbitraire en deux classes de molécules d’eau, « open » et «closed », qui ne
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Fia. 1.6 — Spectre Raman isotropique de la bande d’élongation OH de l’eau a différentes
températures. a) T = 368 K, b)) T = 353 K, ¢) T =333 K, d) T = 313 K, ¢) T = 293
K, f) T = 259 K. La fléche indique le point isobestique (situé a environ 3370 cm™').
Cette bande peut étre décomposée en deux contributions « open» et « closed» centrées
respectivement sur 3210 et 3420 cm™' environ (voir également figure 1.21, p. 31). Lorsque
la température diminue, la proportion de molécules d’eau « closed » décroit au profit de la
contribution « open», i.e. le réseau de LHs de 'eau devient de plus en plus tétraédrique

(d’apres réf. [7]).

dépendent pas de la température et qui correspondent aux deux classes des modeles de
mélange [7].

Dans les modeles de continuum, toutes les molécules d’eau font partie du réseau de
LHs: elles ne sont jamais rompues dans l'eau liquide, mais simplement plus ou moins
déformées. Ainsi, la topologie du réseau de LHs est maintenue, méme si sa structure
tridimensionnelle est contrainte. Ce type de modeles suppose donc l'existence de LHs
bifurquées [4] (voir figure 1.3b,c).

Chaque type de modeles ne décrit que certains aspects des liquides formant des LHs.
Il n’existe pas réellement de frontiere entre ces deux classes de modeles et il est donc
possible de passer de 1'une a l'autre assez aisément. Par exemple, I'introduction dun
seuil d’énergie de formation d’'une LH, Vg5, dans un modele continu conduit de fait a un
modele de mélange. Le modele de Stanley et Teixeira [8], qui est un modele de mélange,
peut également étre considéré comme un modele de continuum [1].

1.2 Protéines

1.2.1 Structure

Les protéines sont des polymeres linéaires dont les unités monomériques sont les acides
aminés de formule générale NH,C,RHCOOH, ou N H; est le groupe amine, COOH le
groupe acide, et R la chaine latérale (voir figure 1.7).
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Fic. 1.7 — Représentation schématique d’un acide aminé (énantiomere L). La chaine
latérale est symbolisée par le groupe R en wvert. Les atomes d’hydrogene sont en blanc,
les atomes de carbone en cyan, l'atome d’azote en bleu foncé et les atomes d’oxygene en
rouge.

Les acides aminés se distinguent par la nature de leur chaine latérale R, qu’il est
pratique de classifier comme étant [9]:

— hydrophobe (ou non polaire) : alanine, glycine, isoleucine, méthionine, phénylala-
nine, proline, tryptophane, valine
— polaire neutre: asparagine, cystéine, glutamine, histidine (cas particulier), sérine,
thréonine, tyrosine
— chargée:
— positivement : arginine, lysine

— négativement : acide aspartique, acide glutamique

La structure des protéines présente différents degrés d’organisation (voir figure 1.8). La
structure primaire est définie comme la séquence des acides aminés constituant la protéine,
dans le sens du N-terminal au C-terminal (par convention). La structure secondaire désigne
des motifs dans lesquels les groupes NH et CO de la chaine principale (ou squelette)
forment des LHs entre eux. On trouve ces éléments dans la plupart des protéines, bien
qu’ils different en taille et en composition en acides aminés. Dans les hélices «, la chaine
polypeptidique adopte une configuration hélicoidale a I'extérieur de laquelle se situent les
chaines latérales. Chaque groupe CO d’un acide aminé ¢ forme une LH avec le groupe NH
du résidu - ou acide aminé - i+4. Dans les feuillets 3, les groupes CO et NH d’acides aminés
éloignés dans la structure primaire, mais alignés dans l’espace, peuvent former des LHs.
Les acides aminés peuvent étre alignés de maniere parallele ou antiparallele. Les acides
aminés des feuillets § paralleles sont alignés dans le méme sens que la numérotation de la
chaine polypeptidique, alors que c’est le contraire pour les feuillets 3 antiparalleles. 11 est
possible de décrire la plupart des protéines en termes d’hélices « et de feuillets 3 connectés
entre eux par des boucles, dont la longueur et la forme varient. Les boucles se trouvent
généralement en contact avec le solvant, et sont souvent constituées de résidus polaires
et chargés qui ne parviennent pas a former des LHs avec d’autres résidus de la protéine.
Les éléments de structure secondaire peuvent se combiner pour former des motifs. La
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structure tertiaire correspond a la structure tridimensionelle de la chaine polypeptidique,
qui résulte de 'organisation spatiale des motifs et des éléments de structure secondaire.
Enfin, la structure quaternaire définit 'arrangement de plusieurs protéines.
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F1G. 1.8 — Organisation hiérarchique de la structure des protéines.

La plupart des protéines, et notamment les enzymes tels que le lysozyme, sont globu-
laires, mais il existe également des protéines fibreuses ou structurales dont les configura-
tions sont allongées.

1.2.2 Interface protéine-eau

Les molécules d’eau jouent un role déterminant sur la structure, la dynamique, et par
conséquent sur l'activité biologique des protéines globulaires. En effet, elles forment de
nombreuses LHs avec les atomes polaires des protéines qui sont accessibles au solvant. Ré-
ciproquement, la protéine modifie la structure et la dynamique de son eau d’hydratation.
L’interaction entre les molécules d’eau et la surface de la protéine dépendent de nombreux
facteurs tels que la nature du résidu (hydrophobe, polaire, chargé) ou la rugosité locale
de la surface accessible. Schématiquement, les molécules d’eau peuvent se classer en trois
grandes catégories [10]:

— les molécules d’eau internes, qui sont liées par plusieurs LHs a la protéine. Elles re-
présentent 1'eau de constitution. Elles jouent un role structural, car elles stabilisent
les ions métalliques, les groupes chargés et les dipoles libres.

— les molécules d’eau qui interagissent avec la surface de la protéine. Il s’agit de I'eau
d’hydratation. Elle possede un comportement dynamique tres hétérogene résultant a
la fois de la diversité de la nature chimique des résidus de la surface de la protéine et
de la rugosité locale. Les molécules d’eau peuvent former des LHs avec les groupes
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C = O et N — H de la chaine polypeptidique ainsi qu’avec les groupes polaires
neutres ou chargés des chaines latérales des résidus hydrophiles.

— les molécules d’eau dont la structure et la dynamique est peu ou pas affectée par
la présence de la protéine. Elles correspondent a 'eau volumique. Ces molécules
d’eau ont un comportement dynamique qui s’approche d’autant plus de ’eau pure
qu’elles sont loin de la surface de la protéine. Il existe un échange permanent entre
les molécules d’eau d’hydratation et les molécules d’eau volumique dont la cinétique
est directement liée a la réorganisation du réseau de LHs eau-protéine.

Fi1G. 1.9 — Coupe de la densité tridimensionnelle de [’eau autour de la myoglobine obtenue
par une simulation de dynamique moléculaire (blew : 0,005 A- 3 wvert: 0,01 A3 , jaune:
0,02 A- 3. rouge : 0,035 A- 3. la densité de l’eau volumique est de 0,33 A- 3). La structure
de la myoglobine est moyennee sur la trajectoire et est représentée en traits verts. L’eau de
constitution et d’hydratation correspondraient respectivement aux zones de densité d’eau
internes et a la surface de la myoglobine. L’eau volumique n’est pas représentée et se
situerait dans la partie noire de la figure (d’aprés réf. [11]).

Les résultats de nombreuses études obtenus par diverses techniques expérimentales
(cristallographie, spectroscopie optique, RMN, calorimétrie) ont montré qu’un seuil d’hy-
dratation h d’environ 0,3-0,4g d’eau/g de protéine est nécessaire a I’activation de la dyna-
mique et de P'activité biologique des protéines globulaires (e.g. h = 0.39 pour la myoglo-
bine, h = 0.38 pour le lysozyme). C’est la raison pour laquelle les propriétés de la couche
d’hydratation jouent un role fondamental et ont été analysées aussi bien expérimentale-
ment par diffraction des rayons X ou diffusion neutronique que numériquement par des
simulations de dynamique moléculaire. La densité de la premiere couche d’hydratation
peut étre plus élevée de 10 % par rapport a ’eau volumique (cf zones rouges de la figure
1.9). D’autre part, 'orientation des molécules d’eau est trés corrélée a la topologie locale
de la surface de la protéine et au champ électrostatique a la surface. Smolin et al. ont
étudié la staphylococcal nucléase (SNase) par dynamique moléculaire et ont observé un
profil bimodal de la densité de I'eau a la surface de la protéine [12]. Le premier pic de ce
profil de densité provient des molécules d’eau liées par LHs au atomes polaires (O et N)
de la surface, alors que le second correspond a la localisation des molécules d’eau a proxi-
mité des atomes apolaires (C). Une analyse détaillée des agrégats des molécules d’eau
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de la premiere couche d’hydratation révele la présence de cycles autour des atomes de
carbone des chaines latérales. Les fonctions de distribution radiales pentagone-pentagone
et pentagone-hexagone des cycles montrent que les molécules d’eau a proximité de la sur-
face adoptent une structure réminiscente de la structure des cages de type clathrate (cf
section 1.1.3). D’autre part, Smolin et al. ont montré la formation d’un réseau de LHs
bidimensionnel a la surface de spheres hydrophiles et du lysozyme dont la transition de
percolation activerait 1'activité biologique des protéines.

Diverses études expérimentales et numériques ont également montré que 1'eau d’hy-
dratation des protéines a un caractere amorphe, dont le comportement est réminiscent
de celui de 'eau volumique sous-refroidie. Ainsi, la cristallisation de I'eau qui se trouve a
la surface de la protéine peut étre évitée, méme a basse température. La dynamique de
solvatation peut étre étudiée par des expériences pompe-sonde de spectroscopie femtose-
condes dans lesquelles 'acide aminé tryptophane est utilis¢é commme sonde locale. Des
expériences menées sur la Subtilisine Carlsberg (SC) et sur la monelline montrent deux
types de dynamique, 1'une rapide, proche de celle de '’eau volumique, 'autre lente, ty-
pique de I'eau d’hydratation, qui reflete la distribution des temps de résidence a la surface
de la protéine [13]. Des composantes lentes de 38 et 16 ps ont été obtenues, alors que la
composante rapide est de l'ordre de 1 ps. De méme, Marchi et al. ont montré par des
simulations de dynamique moléculaire que le temps de relaxation rotationnelle de 'eau a
proximité du lysozyme est de 3 a 7 fois plus long que celui de I’eau volumique, en fonction
de la maniere dont est définie la sphere d’hydratation, et que la diffusion des molécules
d’eau d’hydratation est sub-diffusive [14].

1.2.3 Dynamique

La dynamique interne des protéines est d'une grande complexité étant donné la di-
versité des mouvements moléculaires [15, 16] : vibrations moléculaires de faible amplitude,
rotations locales des chaines latérales des acides aminés, mouvements collectifs de grande
amplitude d’éléments de structure secondaire. La distribution des temps caractéristiques
associés est donc trés large et s'étale de 1071 & 10* s, reflétant la grande hétérogénité
des barrieres d’activation. Le tableau 1.1 décrit les principaux mouvements des protéines,
ainsi que les amplitudes et les temps associés.

La dynamique des protéines peut étre étudiée par diverses techniques expérimentales :
la diffraction de rayons X permet de connaitre la distribution des fluctuations atomiques
a partir du facteur de Debye-Waller (ou facteur de température) [17]; la résonance magné-
tique nucléaire permet d’étudier la structure et la dynamique rapide ou lente des protéines;
les cinétiques d’échange de I’hydrogene avec le deutérium permet également de sonder les
fluctuations conformationnelles au sein des protéines; les études de diffusion neutronique
sondent aussi bien les mouvements collectifs (e.g. pic boson) que les fluctuations ato-
miques individuelles, et sont largement utilisées pour 1’étude de la transition dynamique
des protéines.

Transition dynamique

Lorsque la température croit au-dela de la température de transition dynamique 7, ~
200K, la dynamique des protéines hydratées connait une transition [18], ol les mou-
vements principalement vibrationnels (glass-like) en-dessous de Ty deviennent anharmo-
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Mouvements locaux (0,01-5 A, 1071°-107! )
Fluctuations atomiques
Mouvements des chaines latérales
Mouvements des boucles
Mouvement du bras terminal
Mouvements de corps rigides (1-10 A, 1079-1 s)
Mouvement d’hélice
Mouvements des domaines
Mouvements des sous-unités
Mou