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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
Mouvements & large échelle (> 5 A, 1077-10* s)
Transition hélice-pelote
Dissociation/Association et changements structuraux couplés
Ouverture et fluctuations de distortion
Transition de repliement et de dépliement

TAB. 1.1 — Mouvements caractéristiques des protéines globulaires (d’aprés réf. [16]). Les
amplitudes et les temps caractéristiques de ces mouvements sont indiqués entre paren-
theses.

niques (liquid-like) au-dessus. Cette transition dynamique se manifeste par un brusque
changement de pente de I’évolution en température des fluctuations quadratiques moyennes
des protéines MSF (ou du déplacement carré moyen MSD =< Ar? >) a T, (cf figure
1.10).
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Fic. 1.10 — Déplacement carré moyen (« Mean square displacement») des atomes d’hy-

drogéne de la membrane pourpre séche (h=0.02, o) et hydratée (h=0.55, m) en fonction
de la température (d’apreés réf. [19]).

Par analogie avec le modele de 'oscillateur harmonique, le comportement linéaire a

basse température est appelé régime harmonique, et la forte augmentation des fluctua-
tions atomiques est considérée comme étant 'apparition de fluctuations anharmoniques.
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Si l'on se réfere au concept de paysage énergétique, ce comportement peut étre décrit
qualitativement de la maniere suivante : en-dessous de T}, les protéines restent confinées
dans un sous-état conformationnel donné, alors qu’au-dessus de Ty, les protéines explorent
d’autres minimas du paysage énergétique. Ces transitions entre sous-états conformation-
nels peuvent étre décrites par un modele de potentiel asymétrique a deux puits [18, 20]
représenté dans la figure 1.11, et dans lequel chaque puit désigne un sous-état conforma-
tionnel. Dans ce modele, les états 1 et 2 sont séparés par une barriere d’énergie d’activation
E 4, et 'état 1 est plus stable de AG15 que 'état 2. F 4 définit une constante de vitesse de
transition x entre les deux sous-états, selon la relation k = Aexp(—FE4/(RT)), ou A est
le facteur pré-exponentiel et R la constante des gaz parfaits. Le temps pour franchir la
barriere d’énergie est supposé court par rapport au temps de résidence dans les sous-états
1 et 2. AG1, détermine les populations respectives des états 1 et 2, p; et po, selon la re-
lation : py/ps = exp(AG15/(RT)). Le déplacement carré moyen de la protéine vaut alors
< Ax? >=< Az? >, +piped?/3, ot < Az? >, représente la contribution purement
vibrationnelle (< Ax? >=< Ax? >, en-dessous de Ty) et d est la distance entre 1 et
2 dans l'espace conformationnel. Le changement de pente de < Az? > intervient a la
température T, telle que RTy; ~ AGs.

AG

AGq,

Espace
d conformationnel

Fi1G. 1.11 — Potentiel asymétrique a deux puits d’une protéine. Le sous-état conforma-
tionnel 1 est plus stable que le 2 de AG15. De plus, ces deux états sont séparés par une
barriere d’énergie d’activation E,, et différent d’une distance d dans [’espace conforma-
tionnel. AG1o permet de déterminer les populations respectives de 1 et 2, E 4 la constante
de vitesse de transition k entre les deux sous-états, et d le déplacement carré moyen de la
protéine (voir texte). La température de transition dynamique Ty vérifie RTy; ~ AGhs.

La transition dynamique a été observée par différentes techniques expérimentales son-
dant une large gamme temporelle : spectroscopie Mossbauer [21,22], cristallographie par
rayons X [23,24], diffusion neutronique [19,25-30], diffusion de la lumiere [31,32], spec-
troscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN) [33] ou encore par des simulations de
dynamique moléculaire [30,34-42]. Ces études montrent le role fondamental du solvant.
Les fluctuations atomiques des protéines diminuent significativement avec le degré d’hy-
dratation h [19, 43, 44] et des études par diffusion neutronique suggerent que la transition
dynamique est supprimée dans les poudres de protéines seches (cf figure 1.10). La transi-
tion vitreuse du solvant pourrait également régir la dynamique interne de la protéine, qui
serait donc « esclave » du solvant. Tournier et al. ont montré que la diffusion translation-
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nelle des molécules d’eau a la surface de la protéine est nécessaire pour que la transition
dynamique ait lieu [39]. De maniere similaire, la transition dynamique est limitée dans des
solvants tres visqueux tels que le tréhalose [26,45]. Néanmoins, une transition dynamique
peut étre observée dans les protéines déshydratées ou isolées [29,46,47], de telle sorte que
le lien entre la dynamique du solvant et de la protéine est toujours largement débattu, car
I'origine de la transition dynamique n’est pas clairement établie.

1.2.4 Repliement des protéines

Lorsqu’elle est synthétisée, la chaine polypeptidique est dépliée. Elle se replie ensuite
relativement rapidement pour former une structure tridimensionnelle compacte, biolo-
giquement active. Il s’agit de 1’état natif des protéines globulaires. La prédiction de la
conformation de cet état a partir de la séquence des acides aminés et la maniere dont les
protéines se replient a partir de 1’état déplié sont des problemes délicats qui font 'objet
de nombreuses études. En effet, la diversité et le nombre des acides aminés présents dans
les protéines fait qu’'un tres grand nombre de conformations sont en principe possibles.
Explorer de maniere aléatoire ces conformations prendrait donc un temps infiniment long
par rapport a ceux des processus biologiques. Le repliement protéique a été décrit a partir
du paysage énergétique de la protéine, qui représente I’espace de configuration de 1’énergie
et de I'entropie accessibles a la protéine. Il est couramment admis que le paysage énergé-
tique des protéines a la forme d’un entonnoir rugueux, aux extrémités duquel se situent
les états natif et déplié (cf figure 1.12). La profondeur d’un puits de potentiel représente
I’énergie libre d’interaction de la chaine d’une configuration donnée et plus ’énergie d’un
minimum local est proche de celle de ’état natif, plus les conformations associées sont
similaires et moins de conformations sont accessibles. La forme en entonnoir permet donc
d’expliquer le biais énergétique favorisant le repliement vers I’état natif en un temps per-
tinent pour les processus biologiques : différents chemins de repliement, qui ne passent pas
forcément par des états intermédiaires déterminés, sont possibles. La rugosité du paysage
proviendrait du fait qu’une configuration donnée ne peut contenir ’ensemble des interac-
tions favorables. Le systeme serait donc frustré, i.e. piégé de maniere transitoire dans un
minimum local [48].

1.2.5 Stabilité des protéines et thermodynamique

Les protéines sont marginalement stables, car ’état natif N n’est que d’environ 5-15
kcal /mol plus stable que I'état déplié U (pour « Unfolded »), ce qui correspond a seulement
quelques LHs. Les principales contributions responsables de cette stabilité sont représen-
tées de maniere schématique dans la figure 1.13. L’état natif est favorisé par la formation
de LHs intramoléculaires présentes dans les éléments de structure secondaire (hélices «,
feuillets 3, etc.), les interactions de van der Waals (ou de dispersion) entre les résidus
hydrophobes situés principalement au coeur des protéines, et par 1’effet hydrophobe. Cet
effet provient de la diminution de I’entropie des molécules d’eau se trouvant au voisinage
des résidus hydrophobes exposés au solvant dans 1’état déplié. Ces molécules s’organisent
selon des configurations de type clathrate de sorte a maximiser les LHs avec les molécules
d’eau voisine, ce qui limite leurs degrés de liberté. L’état natif est déstabilisé par rapport
a I'état déplié par les LHs formées entre les molécules d’eau du solvant et les groupes
polaires C' = 0 et N — H de la chaine polypeptidique dépliée, et par I’entropie conforma-
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Fic. 1.12 — Paysage énergétique de repliement d’une protéine. La profondeur représente
I’énergie libre d’un état, la largeur est une mesure de l’entropie de chaque configuration.
L’entropie conformationnelle perdue lors du repliement est compensée par le gain d’énergie
libre au fur et a mesure que les LHs et les contacts de van der Waals de l’état natif se

forment (d’apreés réf. [48]).

tionnelle beaucoup plus élevée dans 1’état déplié. La protéine dépliée est beaucoup plus
flexible en raison de la diminution des contraintes stériques entre résidus et du nombre de
LHs intramoléculaires.

L’état dénaturé D désigne I’ensemble des conformations adoptées par la protéine dans
des conditions expérimentales de dénaturation, telles qu'une température et/ou une pres-
sion élevées, un pH extréme, des agents chimiques dénaturants - urée ou I’hydrochlorure
de guanidine GAmHCI. En fonction des conditions de dénaturation, une partie de la struc-
ture compacte ainsi que des éléments de la structure secondaire de 1’état natif peuvent
étre conservés dans 1’état D. En général, les états déplié U et dénaturé D sont tres proches
en présence d’'un agent dénaturant tel que GAmHCI.

Le modele de repliement a deux états décrit simplement le processus de dépliement /replie-
ment selon 1’équilibre thermodynamique :

N = U(ou D) (1.1)

ou N, U, et D désignent respectivement les états natif, déplié et dénaturé de la protéine.
Il convient de souligner que cette réaction est susceptible de s’effectuer via un grand
nombre d’états intermédiaires, qui peuvent étre négligés de ’analyse thermodynamique
s’ils sont tres instables et donc leur durée de vie tres breve. Ce processus est coopératif,
si bien qu’il s’effectue rapidement lorsque les conditions environnementales changent. Le
parametre thermodynamique le plus important décrivant 1’équilibre (1.1) entre N et U est
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Fic. 1.13 — Représentation schématique des principales contributions a la stabilité de
I’état natif N d’une petite chaine polypeptidique (symbolisant une protéine). Dans cette
figure, AGgqp = Gy — Gy < 0. Les contributions favorables a N sont composées: (1)
des interactions de van der Waals entre les résidus hydrophobes du coeur de la chaine,
(2) des LHs intramoléculaires de la chaine, et (3) de leffet hydrophobe. Les contributions
défavorables comportent: (4) les LHs entre les molécules d’eau et les groupes polaires
C =0 et N—H de la chaine et (5) Uentropie configurationnelle beaucoup plus importante
de [’état déplié.

AGYy, le changement d’énergie libre du dépliement. En prenant N comme état de référence
par convention, AGy = Gy — Gy > 0, car N est thermodynamiquement plus stable que
U, dans les conditions de repliement (AGgy, dans la figure 1.13 vaut Gy — Gp < 0).
Expérimentalement, AGy s’obtient a partir de la constante d’équilibre de la réaction (1.1)
K U -

_o .. — _RTIn
Ko = (7> et AGy = —R.T.In(Ku) (1.2)

Si l'on note fi et fi les fractions molaires respectives des états N et D (fy + fu = 1),
I'équation (1.2) s’écrit:

AGy = —R.T.ln( Ju ) (1.3)
1—fu

Cette équation n’est valable que si les protéines ne s’associent pas entre elles.

On appelle courbe de stabilité de la protéine la courbe de AGy en fonction de T. Cette
courbe présente une allure parabolique inversée qui implique que la protéine est instable
a la fois aux hautes et aux basses températures. La figure 1.14 montre un exemple d’une
telle courbe.

On appelle dénaturation chaude (ou thermique) le processus de dénaturation a haute
température et dénaturation froide celui a basse température. Les températures de dé-
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Fi1G. 1.14 — Courbe de stabilité d’une protéine. L’intervalle de stabilité est déterminé par
la température de dénaturation froide Tp,. et la température de dénaturation chaude Tpy,.
Cette courbe passe par un mazximum a la température de stabilité maximale T,,;.

naturation associées Tp, et Tp. correspondent au cas ou: AGy = 0 ie. fy = fv = 0,5
(autrement dit, Ky = 1). Pour la plupart des protéines, il est délicat d’observer la déna-
turation froide, car elle intervient a une température inférieure a 273 K a laquelle I'eau
de la solution cristallise. L’origine de la dénaturation froide n’est pas clairement établie.
Elle pourrait provenir de la diminution de 'effet solvophobe (e.g. hydrophobe) lorsque la
température diminue, suite a ’augmentation de la solubilité des groupes apolaires dans
I'eau [49]. La dénaturation froide peut étre mise en évidence plus aisément par 'ajout
de dénaturants chimiques dont l'effet est de réduire 'intervalle de stabilité des protéines,
et donc, dans certains cas, d’augmenter suffisamment 7p. pour qu’elle excede 273K. La
courbure de la courbe de stabilité provient du fait que la capacité calorifique a pression
constante Cp de la protéine dépliée est plus grande que celle de la protéine repliée. En
faisant '’hypothese que ACp ne dépend pas de la température, ce qui est raisonnable entre
273 et 353 K, la courbe de stabilité s’écrit selon ’équation de Gibbs-Helmholtz

AGy(T) = AHy(Tpp) <1 - Tim) + ACp {T — Tpp — Tzn<TiDhﬂ (1.4)

Cette équation est définie par rapport a Tpy, car la dénaturation thermique est tou-
jours observée, alors que la dénaturation froide a généralement lieu sous des conditions
particulieres et uniquement pour certaines protéines.

Les parametres thermodynamiques peuvent étre calculés a partir d’études:

— de dénaturation thermique

— de dénaturation par agents chimiques dénaturants

— de calorimétrie a balayage différentielle

Dans le cas de la dénaturation par agents chimiques dénaturants, il est possible en
faisant varier la concentration en dénaturant cg.,, d’obtenir AGy; en absence de dénaturant
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par une simple extrapolation linéaire, selon la relation :

AC;U = AC:U,won‘/er + MeqCden. (15)

La pente m,, (kJ/(mol.M)) donne une mesure approximative de la surface de la protéine
accessible a ’eau par unité de concentration en dénaturant.

Aucune de ces méthodes n’est suffisante en elle-méme, mais la combinaison d’au moins
deux d’entre elles conduit a de bons résultats car elles sont complémentaires.

1.3 Bioprotection

1.3.1 Phénoménologie
Anhydrobiose

Certains organismes sont capables de survivre a des contraintes environnementales
tres séveres, en suspendant leur activité métabolique de maniere réversible, si bien que
lorsque les conditions redeviennent plus favorables, ces organismes retrouvent une activité
normale. Keilin a utilisé le terme de cryptobiose (ou « vie cachée ») pour désigner ce phé-
nomene [50]. La cryptobiose comprend la résistance a la désiccation (anhydrobiose), aux
faibles températures (cryobiose), au manque d’oxygene (anoxybiose) ou aux changements
de salinité (osmobiose).

Le phénomene de I’'anhydrobiose a été décrit pour la premiere fois par van Leeuwenhoek
en 1702 sur une espece de rotifere [51]. Depuis, de nombreux organismes dits anhydrobio-
tiques tels que des bactéries, des levures, des champignons, des nématodes, des tardigrades,
ou encore des plantes (de résurrection, Selaginella lepidophylla) ont été découverts [52]
(la figure 1.15 donnent en deux exemples). En réponse aux contraintes environnemen-
tales responsables de la déshydratation (sécheresse, congélation, choc osmotique, ...), ces
organismes accumulent en grande quantité des composés dits solutés compatibles, parmi
lesquels figurent la proline, la sérine, la glycine-bétaine, le mannitol, le sorbitol, les polyols,
le tréhalose, le sucrose et des oligosaccharides. Ainsi, on trouve de grandes quantités de
proline et de sucrose dans le pollen, de di- et d’oligosaccharides dans les graines, et de
proline, glycine-bétaine et de tréhalose dans les microorganismes et levures. Ces composés
protegent la structure et I'activité des protéines contre la dénaturation et empéchent la
fusion des vésicules.

Deux types de tolérance sont définis en fonction du degré de déshydratation [53]: (i)
la résistance a la déshydratation modérée, ou il n’y a plus d’eau volumique dans le cyto-
plasme (0,3 g H2O/g de masse seche) et (ii) la résistance a la désiccation, ou il n’y a plus
d’eau d’hydratation. Lors de la déshydratation, la perte de 1’eau conduit a la diminution
du volume cellulaire, et donc, a 'augmentation de la concentration des composants du cy-
toplasme. Les interactions moléculaires susceptibles de se produire peuvent alors entrainer
la dénaturation des protéines et la fusion des membranes [53]. En plus des solutés tels que
les sucres et les polyols, des protéines de type LEA (pour « Late Embryogenesis Abun-
dant ») ou HSP (pour « Heat Shock Protein ») semblent jouer un réle sur la résistance a
la désiccation des plantes.
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F1G. 1.15 — Ezemples d’organismes anhydrobiotiques : a gauche, un tardigrade, et a droite,
une plante de résurrection.

Lyophilisation

La lyophilisation (ou séchage a froid) est un procédé communément employé dans les
industries pharmaceutique et agro-alimentaire qui consiste a retirer l’eau contenue dans
un aliment ou une solution aqueuse, afin de le rendre stable a température ambiante
et faciliter ainsi sa conservation. Ce procédé comporte deux étapes principales: (i) la
congélation du produit et (ii) le séchage sous vide du produit congelé. L’étape de séchage
se décompose elle-méme en deux phases: les séchages primaire et secondaire. Le séchage
primaire repose sur la sublimation des cristaux de glace, alors que le séchage secondaire
évacue l'eau liée aux molécules biologiques, qui n’a pas cristallisé, et qui fait partie de
I’eau d’hydratation.

La lyophilisation est de plus en plus utilisée pour la conservation de protéines théra-
peutiques a I'état solide. Cependant, elle engendre diverses contraintes sur les protéines,
susceptibles de les dénaturer. Ces contraintes peuvent se classer en trois catégories princi-
pales [54]: (i) les contraintes liées aux faibles températures (dénaturation froide), (ii) les
contraintes liées a la congélation (formation de cristaux de glace, augmentation de la force
ionique, changement de pH, séparation de phase), et (iii) les contraintes liées au séchage
(perte de I'eau d’hydratation).

Des composés stabilisateurs de taille et de nature chimique tres différentes sont utilisés
afin de protéger les protéines contre la dénaturation induite par la congélation (cryopro-
tection) et/ou la déshydratation (lyoprotection). Quelques exemples de ces composés sont
indiqués dans le tableau 1.2. Les composés cryoprotecteurs ne sont pas nécessairement
lyoprotecteurs et vice versa, car les contraintes exercées sur les protéines lors d’une congé-
lation ou d’une déshydratation ne sont pas les mémes [54]. Les composés stabilisateurs sont
désignés de diverses manieres dans la littérature : additifs chimiques [55], co-solutés [56],
co-solvants [57] ou excipients [58].

Dans de nombreux cas, les disaccharides, notamment le tréhalose, paraissent étre les
stabilisants les plus efficaces et universels parmi les sucres et polyols [56, 63]. C’est la raison
pour laquelle nous avons choisi d’étudier ces sucres, et plus particulierement le tréhalose
et deux de ses stéréoisomeres, le maltose et le sucrose.
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Bioprotecteur Exemples
Sucres glucose, sucrose, maltose, tréhalose, lactose, raffinose
Polyols glycérol, xylitol, sorbitol, mannitol, inositol

Solvants non-aqueux PEG (polyéthyleneglycol), éthylene glycol,

DMSO (diméthylsulfoxide), DMF (diméthylformamide) [59]

Acides aminés

glycine, alanine, proline, L-sérine [60]

Surfactants Tween 80 [61]
Polymeres dextran, PVA (PolyVinylAlcohol) [62]
Divers bétaine, triméthylamine N-oxide,

sulfate de sodium et de magnésium [60]

TAB. 1.2 — Fxemples de différents types de bioprotecteurs utilisés.

1.3.2 Sucres

Les carbohydrates sont les composés organiques les plus abondants dans les organismes
vivants, car ils résultent de la photosynthese?. Ils sont composés uniquement d’atomes de
carbone, d’oxygene et d’hydrogene et ont pour formule générale C,(H-0),. Les formes les
plus simples des carbohydrates ne comportent qu’'un seul cycle et sont appelés monosac-
charides (e.g. glucose, fructose, galactose). Les monosaccharides existent sous deux formes
anomériques « et (3, dans lesquelles les groupes hydroxyles OH liés au carbone anomere
se situent respectivement en-dessous et au-dessus du cycle. Ces deux formes existent en
équilibre selon la réaction de mutarotation indiquée dans la figure 1.16.

0
OH H——OH OH
HO O __._ HO——H HO g
HO r = gleg - @ Ho *_ O
OH {4 i o OH ||
“SoH

Fic. 1.16 — Réaction de mutarotation du glucose. Il existe un équilibre entre les deux
formes anomeres o et B du glucose. Ces deux formes se distinguent par la position axiale
(en bleu) dans la forme o du glucose ou équatoriale dans sa forme 3 (en rouge) du groupe
hydrozyle OH lié au carbone anomere (indiqué par une étoile).

Les disaccharides sont des carbohydrates comportant deux cycles liés par une liaison
covalente appelée liaison glycosidique ('oxygene de cette liaison est appelé oxygene glyco-
sidique). Le tréhalose o, (a-D-glucopyranosile-a-D-glucopyranoside) est un disaccharide
du glucose. Il est composé de deux cycles pyranose a six atomes dans la méme conformation
a liés par une liaison glycosidique entre les atomes de carbone anomeres de chaque cycle.
Il est synthétisé en grande quantité dans de nombreux organismes anhydrobiotiques. Le
maltose 3 (4-O-a-D-glucopyranosile-D-glucopyranoside) est également constitué de deux
cycles pyranose, I'un en conformation «, 'autre en conformation [ reliés respectivement

2. La réaction de photosynthese correspond a la réaction endothermique réductrice de condensation
du dioxyde de carbone et de 'eau: nCOy + nH>0 + h.v = C,, H,O,, + nOs.
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par le carbone anomere du premier cycle et le carbone opposé au carbone anomere du
second. Il est le produit de la digestion de I'amidon et on le trouve dans les graines de
céréales et dans la biere (le malte). Le sucrose (ou saccharose) (/-D-fructofuranosile-a-
D-glucopyranoside) est composé d’'un cycle glucose et d'un cycle fructose. Similairement
au tréhalose, il est synthétisé par de nombreuses plantes anhydrobiotiques. On le trouve
également dans le sucre de table sous sa forme cristalline et dans la canne a sucre, le sirop
d’érable ou encore les ananas. Ces trois sucres sont représentés sous forme schématique
dans la figure 1.17.

Fi1ac. 1.17 — Représentation schématique des sucres étudiés : le tréhalose (a gauche), le
maltose (au centre), et le sucrose (a droite). Le sucrose forme deuxr LHs intramoléculaires
dans sa phase anhydre, le maltose une dans sa phase monohydrate, et le tréhalose aucune
dans sa phase dihydrate.

L’une des particularités du maltose par rapport au tréhalose et au sucrose est qu’il
subit la réaction de mutarotation et donc qu’il existe sous deux formes anomeres « et (3,
la forme (3 étant la plus stable. Il est dit réducteur, alors que le tréhalose et le sucrose
sont non-réducteurs. Cette propriété implique qu’il est un bioprotecteur moins stable
chimiquement car il peut réagir avec les résidus lysine et arginine des protéines selon la
réaction de Maillard, également dénommée « brunissement non-enzymatique » [64], dont
la vitesse augmente avec la température.

Ces trois sucres se distinguent également par le nombre de LHs intramoléculaires qu’ils
forment dans leurs phases cristallines. Le sucrose forme deux LHs intramoléculaires dans
sa phase anhydre, le maltose une dans sa phase monohydrate, et le tréhalose aucune dans
sa phase dihydrate. Ces LHs peuvent géner les mouvements relatifs des cycles. Crowe et
al. [65] ont observé que la flexibilité des cycles du tréhalose est supérieure a celle des cycles
du sucrose et du maltose. Cette propriété permettrait au tréhalose d’interagir davantage
avec les tétes polaires des molécules phospholipidiques (cf section 1.3.3, p. 34).

1.3.3 Meécanismes

Les mécanismes moléculaires a l'origine de l'efficacité supérieure du tréhalose a pré-
server les molécules biologiques lors de I'anhydrobiose ou de la lyophilisation, et plus
généralement le phénomene de bioprotection en lui-méme, ne sont toujours pas élucidés,
malgré un nombre important d’études expérimentales et théoriques. Dans ce qui suit, nous
présentons les différentes hypotheses proposées dans 'ordre de déshydratation croissante
du milieu cellulaire.
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Hydratation préférentielle

Depuis des dizaines d’années, les protéines sont conservées en solution avec des addi-
tifs tels que le sucrose, le glycérol, et d’autres polyols en assez grande quantité (1-4 M).
Ce besoin de grandes quantités suggere que les cosolvants n’interagissent pas directement
avec les protéines. Timasheff et al. ont utilisé une méthode d’équilibre de dialyse afin de
déterminer les affinités relatives d’'une protéine vis-a-vis d’un ligand ou de l'eau [66]. Si
on consideére une solution ternaire composée d’eau, d’une protéine, et de cosolvant (res-
pectivement composés 1, 2, et 3, selon la notation de Scatchard [67] et Stockmayer [68]),
alors la relation de Wyman qui décrit l'effet d’un ligand sur 1’équilibre chimique a une
concentration donnée du ligand s’écrit :

<_8AGO> B <8m3) (1.6)
O T,Pmo omy T,P,,ug' .

olt AGY est le changement d’énergie libre standard de la réaction, ju; est le potentiel
chimique et m; est la molalité du composé i, avec p; = po + RT.In(a;) ol a; est activité
du composé i, et a; = m;y; ou ; est le coefficient d’activité du composé i. Le parametre
v3 mesuré par les expériences d’équilibre de dialyse est :

. ~ ((9ms . (1.7)
Om T,p1,13 Imy T,P,u3

v3 correspond a la variation de concentration du ligand pour rétablir 1’équilibre chimique.
Si vz < 0, alors le ligand est préférentiellement exclu de la surface de la protéine. Si v > 0,
alors le ligand est préférentiellement li€é a la surface de la protéine. Timasheff et al. ont
notamment montré que les stoechiométries de liaison des cosolvants avec les protéines
v3 sont négatives. Ainsi, bien que de nature chimique différente, ces composés présentent
tous la particularité d’étre préférentiellement exclus de la surface des protéines en solution
aqueuse. Autrement dit, les protéines sont hydratées. Préférentiellement signifie que la
proportion d’osmolytes est plus faible a la surface des protéines que la composition vo-
lumique (voir figure 1.18). Au contraire de ces composés stabilisateurs, des dénaturants
chimiques tels que 'urée ou la guanidine-HCI se lient préférentiellement aux protéines en
solution et les déstabilisent.

L’exclusion d’'un cosolvant de la surface d'une protéine est généralement induite par ’aug-
mentation du potentiel chimique de la protéine, ce qui rend 'interaction défavorable d’un
point de vue thermodynamique (cf figure 1.19). Cette augmentation est directement pro-
portionnelle a la concentration du cosolvant et a l'aire de la surface de la protéine acces-
sible au solvant. Or, comme nous 'avons vu précédemment (cf section 1.2.5), la surface
de la protéine accessible au solvant est plus importante dans ’état dénaturé ou déplié
que dans I’état natif ou replié (plus compact). Ainsi, 'exclusion du cosolvant dans 1’état
dénaturé est plus défavorable que celle dans I'état natif, qui est stabilisé par rapport a
I’état dénaturé car il possede le volume d’exclusion le plus petit.

Ce raisonnement suppose que l’affinité relative du cosolvant avec la protéine est le
méme dans 'état dénaturé que celle dans I’état natif. Or, nous avons vu (cf section 1.2.5)
que les résidus hydrophobes sont davantage exposés au solvant dans 1’état déplié. Des lors,
I'interaction protéine-solvant est susceptible d’étre modifiée. L’effet des cosolvants sur la
réaction de dénaturation résulte alors d’une subtile balance entre les interactions qui se
produisent dans les états natif et dénaturé, et il est possible que r3 change de signe en
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F1G. 1.18 — Représentations schématiques de l'interaction préférentielle (a gauche) et
de Uexclusion préférentielle (a droite) de solutés a la surface d’une protéine en solution
aqueuse. Les disques bleus représentent les molécules d’eau, ceur en rouge les molécules
de solutés. Le grand cercle en orange symbolise une protéine globulaire et le cercle en tirets
autour la membrane d’équilibre de dialyse. Dans le cas de l'interaction préférentielle, les
solutés sont en concentration supérieure a la concentration volumique a la surface de la
protéine, alors que c’est le contraire dans le cas de [’exclusion préférentielle.

passant de I'un a 'autre. Il est donc nécessaire de connaitre les interactions dans les deux
états.
Timasheff et al. distinguent quatre cas généraux [66] :

— cas I: le cosolvant est préférentiellement exclu de la surface des protéines de ma-
niere totalement non spécifique. La conformation étendue de la protéine dans 'état
dénaturé augmente l'aire de l'interface protéine/solvant, ce qui fait croitre 1'exclu-
sion préférentielle. L’équilibre est donc déplacé vers ’état natif. Ce cas concerne les
sucres.

— cas II: le cosolvant est préférentiellement exclu de la surface des protéines dans 1’état
natif, mais préférentiellement lié dans 1’état déplié : v est négatif puis devient positif
au cours de la réaction.

— cas III: le cosolvant se lie peu ou pas du tout a la protéine dans I’état natif, mais
se lie fortement dans I’état dénaturé. La dénaturation se produit alors en raison des
interactions favorables entre le dénaturant et la protéine dans I’état dénaturé. Ce
cas concerne les dénaturants forts tels que I'urée ou la guanidine-HCI.

— cas IV : le cosolvant est indifférent a la protéine dans I’état dénaturé, mais est pré-
férentiellement exclu lorsqu’elle se trouve dans son état natif. C’est donc la désta-
bilisation de I’état natif qui est responsable de la dénaturation. C’est le cas de la
Ribonucléase A (RNase A) en solution avec la guanidine-HCI.

Les mécanismes susceptibles de contribuer a l’exclusion du cosolvant peuvent étre
non-spécifiques, i.e indépendants de la surface de la protéine ou spécifiques, i.e liés a la
reconnaissance de groupes ou de caractéristiques chimiques de la surface.
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Fi1c. 1.19 — Diagrammes de changement d’énergie libre G d’une protéine en solution
aqueuse en présence: (i) d’un dénaturant (a gauche) et (ii) d’un composé stabilisateur
(a droite). L’état natif N est plus stable de AGnp que 'état dénaturé D. Le composé
dénaturant forme des LHs avec la protéine, et stabilise les états natif N et dénaturé D.
L’¢tat dénaturé est cependant davantage favorisé par la plus grande aire de la surface
de la protéine accessible au solvant, qui permet la formation de davantage de LHs que
dans ’état natif, plus compact. De maniere opposée, 'exclusion du composé stabilisateur
de la surface de la protéine est thermodynamiquement défavorable. Mais, la plus grande
aire de la surface de la protéine accessible au solvant dans son état dénaturé le rend da-
vantage défavorable que ’état natif. L’effet global de l’exclusion préférentielle du composé
stabilisateur est donc la stabilisation de ’état natif par rapport a l’état dénaturé.

B Mécanismes non-spécifiques d’exclusion

Le premier mécanisme non-spécifique d’exclusion est ’effet de volume exclu, qui in-
tervient lorsque la taille du cosolvant est significativement plus grande que celle de 1’eau.
Il existe alors un volume autour de la protéine auquel le cosolvant ne peut accéder étant
donné sa taille. Au contraire, I’eau, plus petite, est capable de pénétrer ce volume d’ex-
clusion du cosolvant. Il en résulte un enrichissement de ce volume en molécules d’eau. Cet
effet a notamment été observé dans le cas du polyéthylene glycol (PEG) [69].

Le second mécanisme non-spécifique d’exclusion provient de la modification de la ten-
sion de surface par le cosolvant et donc de I’énergie libre de surface. Cet effet est observé
dans le cas des sucres, des acides aminés ou encore de certains sels. Ces additifs modifient
la force de cohésion de 'eau et donc sa tension de surface. Il en résulte un exces ou un
défaut de cosolvant a l'interface avec la protéine. Il est clair que si un osmolyte augmente
la tension de surface de l'eau, il fera défaut a la surface de la protéine, qui sera donc
préférentiellement hydratée. Il s’agit du mécanisme le plus courant.
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B Mécanismes spécifiques d’exclusion

Le premier mécanisme spécifique d’exclusion résulte de la répulsion de charges. En ef-
fet, la surface d’une protéine globulaire a pH neutre est composée d’une grande variété de
charges, dont la densité peut étre élevée, bien que la charge nette totale avoisine généra-
lement 0. C’est le cas du 2-méthyl-2,4-pentanediol (MPD), qui est fortement repoussé par
les charges de la protéine dans son état natif, conduisant a son hydratation préférentielle.

Le second mécanisme spécifique d’exclusion provient de 'effet solvophobe. Le contact

entre les régions apolaires (ou hydrophobes) des protéines et le mélange glycérol/eau est
plus défavorable d’un point de vue entropique que I'interaction entre ces régions apolaires
et I'eau et 'affinité d’un site de la protéine est plus grande pour I'eau que pour le cosol-
vant. L’activité de I’eau croit donc davantage en présence du cosolvant. Au contraire, les
régions polaires de la protéine ont des affinités pour le glycérol. Par conséquent, 'effet
global dépend de ces deux types d’interactions, qui rconduit généralement a l’exclusion
préférentielle. Cet effet concerne le glycérol et d’autres polyols tels que le sorbitol ou le
mannitol.
Dans le cadre de I’hypothese d’hydratation préférentielle, le tréhalose stabiliserait les
protéines davantage que les autres sucres, car il serait davantage exclu de leur surface,
en raison du plus grand nombre de LHs qu’il forme avec 'eau. Ceci se vérifie pour la
RNase A, dont le seuil d’hydratation A nécessaire a son fonctionnement vaut 0,33-0,36
g(eau)/g(protéine), ce qui correspond a 250-275 molécules d’eau par protéine. En pré-
sence de glucose, de lactose, de sucrose ou de tréhalose, le nombre de molécules d’eau
liées a la RNase A déduit de mesures d’équilibre de dialyse est respectivement de 130,
170, 350, et 400, selon le modele thermodynamique de Timasheff [70]. Les faibles nombres
obtenus pour le glucose et le lactose s’expliqueraient par leur « pénétration » au sein de la
protéine, cas qui n’est pas considéré dans le modele. A 'opposé, le sucrose et le tréhalose
seraient réellement préférentiellement exclus.

Pour conclure, il convient de souligner que le mécanisme d’hydratation préférentielle
ne peut intervenir que si I'hydratation des protéines est totale (i.e. au-dela de 0,3-0,4
g d’eau/g de masse seche), car en dessous de ce seuil, il ne reste plus d’eau volumique
pouvant hydrater de maniere préférentielle la protéine. En effet, la plupart de ces osmolytes
ne protegent pas les protéines et les membranes contre le séchage a l’air libre ou résultant
de la congélation. Cependant, les sucres peuvent former des LHs avec les biomolécules
et/ou vitrifier le milieu cellulaire lorsqu’il n’y a plus d’eau volumique (voir mécanismes
suivants).

Effet déstructurant

La formation de glace intracellulaire est souvent responsable de la mort des cellules [71],
méme si des exceptions existent [72]. L'une des causes possibles de dommages sur les
cellules est la concentration des solutés de la solution aqueuse qui n’a pas gelé, car la glace
cristallisée est pure. Ces hautes concentrations peuvent étre toxiques. De plus, I'eau et la
glace interagissent différemment avec les surfaces hydrophiles, ce qui peut modifier 'effet
hydrophobe. Enfin, les cristaux de glace peuvent entrainer des contraintes mécaniques
excessives sur les cellules. Il est possible de géner voire d’éviter la cristallisation de I'eau
en ajoutant des solutés ou des cosolvants qui modifient significativement ses propriétés
(structure, réseau de LHs, viscosité, tension de surface, réponse diélectrique, constante de
diffusion translationnelles et rotationnelles), comme l'illustre la figure 1.20.
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F1c. 1.20 — Schéma indiquant effet de solutés (disques verts) en concentration 1:4 sur
le processus de nucléation de ’eau. Les fleches représentent la direction de diffusion des
molécules d’eau et leur longueur indique la vitesse de diffusion. Etant donné que des
solutés tels que les disaccharides diffusent beaucoup moins rapidement que l’eau, ils sont
considérés immobiles sur ce schéma (aucune fleche n'est dessinée pour les solutés). Les
cercles représentent le rayon critique de nucléation 7,,.. Dans [’eau pure, a gauche, les
centres de nucléation correspondent aux régions de structure tétraédrique. Si ce réseau
est de taille supérieure a Ty, alors le cristal de glace croit. Les solutés augmentent la
viscosité, de telle sorte que la diffusion de l'eau diminue (représentée par les plus petites
fleches, a droite). De plus, une sphere de rayon 1. doit étre exempte de molécules de
soluté pour que le noyau critique de glace se forme. Par conséquent, plus la concentration
en soluté augmente, plus la probabilité de nucléation est faible (d’apres réf. [15]).

De nombreuses études ont été dédiées a la perturbation par le cosolvant de la struc-
ture de l'eau, i.e. le réseau de LHs de l'eau. Les cosolvants sont souvent classés selon
qu’ils renforcent le réseau de LHs de l'eau liquide (fabriquant de structure) ou qu’ils le
perturbent (briseur de structure). Comme nous l’avons vu dans la partie précédente, les
cosolvants modifient également les propriétés des molécules biologiques en solution. Les
cosolvants sont alors classés selon leur capacité a stabiliser la structure de I’état natif et de
diminuer la solubilité des protéines en solution. Les chaotropes désignent les dénaturants
et les kosmotropes les stabilisateurs de 1’état natif des protéines. Les solutés agiraient
donc de maniere indirecte sur la stabilité des protéines, en affectant la structure de ’eau.
Il est devenu courant d’assimiler la capacité d’un cosolvant a améliorer la structure de
I’eau et son efficacité a stabiliser 1’état natif des protéines, et vice versa. C’est pourquoi
les fabriquants de structure sont souvent confondus avec les kosmotropes et les briseurs
de structure avec les chaotropes [74]. La liaison ou I’exclusion d'un cosolvant joue cepen-
dant un role important, de telle sorte qu’il n’existe aucune corrélation entre les effets des
cosolvants sur les protéines et leurs effets sur I’activité de 1'eau [74].
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La classification fabriquant /briseur de structure peut étre déterminée a partir du signe
de (0C,/OP)r ou C, représente la capacité calorifique molaire partielle, P la pression et
T la température. (0C,/OP)r est respectivement négatif ou positif, selon que le soluté est
fabriquant ou briseur de structure de 'eau. A partir de I’analyse des solutions aqueuses
de 17 solutés (dont le tréhalose, le maltose, le sucrose, le glycérol ou I'urée), Batchelor et
al. [75] ont montré qu’il n’existe aucune corrélation entre les effets sur la stabilité des
protéines et le signe de (9C,/OP)r. Ainsi, le chaotrope stabilisateur de protéines (N Hy)s—
SO, et le kosmotrope déstabilisateur de protéines guanidinium SCN sont des briseurs de
structure de ’eau. De plus, le tréhalose parait avoir quasiment le méme effet sur ’eau que
le sucrose. C’est la raison pour laquelle Batchelor et al. [75] concluent que 'effet des solutés
sur la structure de I'eau n’est pas déterminant de l'effet sur la stabilité des protéines. Par
contre, 'effet du soluté proviendrait de I'effet de volume exclu, de I'affinité du soluté avec
la surface de la protéine, et de I'atténuation (ou de I'accentuation) de I'effet hydrophobe (cf
section 1.3.3, p. 25). C’est la raison pour laquelle nous n’utiliserons pas cette terminologie
qui peut étre trompeuse car ces proprié¢tés peuvent dépendre du systeme étudié, de la
concentration, de la méthode de détermination, et de la couche d’hydratation considérée.

L’efficacité relative des différents disaccharides a préserver les membranes biologiques
semble cependant liée a 'importance de I'effet de déstructuration du réseau tétraédrique
de Teau, ainsi qu’a la réduction de la quantité d’eau susceptible de cristalliser (freezable
water) [76]. Ceux-ci peuvent former de nombreuses LHs avec 1'eau par 'intermédiaire de
leurs groupes hydroxyles OH. Ce nombre dépend de la conformation, de la forme anomere
et de la topologie des sucres. Les caractéristiques de la couche d’hydratation peuvent
étre définies & partir de la compressibilité molaire partielle Kg, des solutions sucre/eau.
En effet, si le soluté perturbe ou détruit le réseau de LHs de 'eau dans son voisinage,
I’eau d’hydratation est plus dense et moins compressible que I'eau volumique. ng est
alors négative. A partir de mesures de ngQ, Galema et al. [77] ont proposé un modele
d’hydratation stéréospécifique qui suggere que les caractéristiques des sucres dépendent
de leurs compatibilités avec le réseau tétraédrique de LHs de l'eau. Roberts et al. [78]
ont également souligné 'effet de la stéréochimie des sucres sur la structure du réseau de
LHs de l'eau a travers leur étude de trois monosaccharides homologues (le 5 — D-glucose,
le 8 — D-mannose, et le D-fructose) par simulation numérique. En outre, Furuki [79] a
corrélé la compressibilité K&Q de solutions aqueuses de disaccharides avec la quantité
d’eau qui ne gele pas Uy (unfrozen water). 11 a notamment constaté que Uy, dépend de
la position et du type (a ou ) de la liaison glycosidique entre les deux cycles. Furuki a
observé que la solution aqueuse de tréhalose a une plus grande quantité d’eau non-gelée
que celle de maltose, en accord avec la ng plus négative pour la solution tréhalose/eau
que celle de la solution maltose/eau. Miller et al. [80,81] ont également constaté que
I’efficacité de bioprotection suit I'ordre des chaleurs des solutions des composés cristallins
et amorphes, en bon accord avec les propriétés cryoprotectrices supérieures du tréhalose
par rapport au maltose et au sucrose. Ils ont obtenu les chaleurs des solutions A H**>° des
composés cristallins® du tréhalose, du maltose, et du sucrose qui sont respectivement de
19,1+0,1, 15,6+0,1 et 5,95+0,1 kJ/mol et celles des composés amorphes sont de -27,240,4,
-19,440,3 et 16,3+0,5 kJ/mol. Cette variation d’enthalpie constituerait une mesure de la
capacité de formation de LHs entre I’eau et le saccharide (en supposant que les interactions
moléculaires dans 1’état amorphe sont comparables pour les différents saccharides). Ces

3. Les phases cristallines dihydrate [82] du tréhalose et monohydrate [83] du maltose sont considérées
dans la référence [81].
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valeurs des chaleurs des solutions suggerent que le tréhalose perturbe davantage le réseau
de LHs de l'eau. Par conséquent, il aurait des propriétés cryoprotectrices supérieures au
maltose et au sucrose.

D’autres études ont montré que le tréhalose se lie a davantage de molécules d’eau
que le maltose et le sucrose. Par exemple, Magazu et al. ont montré, a partir de mesures
de viscosité et de compressibilité que le tréhalose se lie davantage a ’eau a travers tout
I'intervalle de température étudié (298-333 K) [84]. Ainsi, le volume molaire partiel du
tréhalose est plus petit que ceux du maltose et du sucrose. Ces résultats ont été confirmés
par des études de dynamique moléculaire [85-87].

La perturbation de la structure du réseau de LHs de I'eau a été étudiée par spectro-
scopie Raman [88] et par diffusion neutronique inélastique [89]. Branca et al. ont étudié
I'effet des sucres sur la bande d’élongation de ’eau en décomposant la bande d’élongation
de I'eau en deux contributions open et closed représentant respectivement les molécules
d’eau qui forment des LHs intactes et déformées (cf section 1.1). L’effet déstructurant se
manifeste par une contribution open qui diminue lors de 'ajout des sucres, a une tempé-
rature donnée. Cet effet est davantage marqué en présence du tréhalose que du maltose
ou du sucrose, comme indiqué dans la figure 1.21.
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Fic. 1.21 — A gauche : Décomposition open/closed de la bande d’élongation OH de [’eau
liquide. A droite : Dépendances en concentration des contributions open et closed norma-
lisées par laire totale de la bande d’élongation OH (courbe verte dans la figure de gauche)
pour des solutions aqueuses de tréhalose, de maltose et de sucrose. A une concentration
donnée, la plus faible contribution open des solutions de tréhalose suggére qu’il déstructure
davantage le réseau de LHs de l’eau que le maltose et le sucrose (d’apres réf. [88]).

Les groupes hydroxyles des sucres adoptent des positions et orientations incompatibles
avec la structure de la glace. Ces résultats ont récemment été confirmés par 1’étude de la
bande d’élongation de 'eau par des expériences de diffusion neutronique inélastique du
tréhalose et du sucrose [89]. Le tréhalose serait un bon cryoprotecteur car il déstructure
davantage le réseau de LHs de I'eau et limite la cristallisation de I’eau intracellulaire.

Pour conclure, 'effet déstructurant concerne les solutions relativement diluées. Il per-
met donc d’expliquer certains aspects de la cryoprotection (protection contre les basses
températures) tels que le sous-refroidissement des solutions comportant les osmolytes. Ce-
pendant, il ne décrit pas I’anhydrobiose ou la lyoprotection ou le degré de déshydratation
est important.
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Vitrification

Lorsque I’hydratation et/ou la température du cytoplasme diminuent, celui-ci est sus-
ceptible de vitrifier. Les propriétés principales des verres et des liquides sous-refroidis sont
décrites en annexe (cf page 40).

La formation du verre permet (i) de maintenir la structure et la fonction des macromo-
lécules [90], en empéchant notamment les changements de conformation des protéines [91],
(ii) de limiter les réactions pouvant conduire a la dénaturation des protéines telles que les
réactions de brunissement, et (iii) d’éviter la fusion des membranes phospholipidiques et
donc la fuite de composés du cytoplasme (leakage) qui en résulte. Green et Angell [92]
ont suggéré que la température de transition vitreuse du tréhalose, plus élevée que celle
de la plupart des sucres, permet d’expliquer sa plus grande efficacité de biopréservation
des membranes biologiques ou des protéines. Le tableau 1.3 donne les valeurs de T}, pour
quelques bioprotecteurs.

Bioprotecteur m T,(K)
Dextran > 120 ~ 500
Tréhalose 107 [93] 350-391 [81,90,94-97]
Maltose ~ 100 346-374 [81,94-96, 98, 99
Sucrose ~ 100 | 330-348 [81,94,95,98, 100, 101]
Glycérol 53 181 [102]
PEG 52 167

TAB. 1.3 — Indice de fragilité m selon la classification d’Angell (eq. 1.8, p. 42) et tempé-
rature de transition vitreuse T, de quelques composés stabilisateurs.

A partir de la différence de la viscosité des solutions de tréhalose par rapport a celle de
sucrose, maltose, glucose ou fructose, Sola-Penna et Meyer-Fernandes ont suggéré que le
tréhalose est apparemment plus efficace pour stabiliser la pyrophosphatase et la GGDPH
(glucose-6-phosphate déhydrogénase) a 1'état liquide [103]. Ekdawi-Sever et al. ont éga-
lement montré par dynamique moléculaire qu’a une concentration en sucre donnée, le
coefficient de diffusion de I'’eau en présence de tréhalose est plus petit que celui de ’eau en
présence du sucrose [87]. De méme, le coefficient de diffusion obtenu pour le tréhalose est
plus petit que celui du sucrose. Ekdawi-Sever et al. ont attribué la plus grande mobilité
du sucrose a son nombre d’hydratation plus faible, ainsi qu’a sa forme plus compacte par
rapport au tréhalose. Ainsi, le tréhalose parviendrait davantage a réduire la mobilité de
I'eau (d’autant qu’il forme un cristal dihydrate, cf page 38), ce qui le rendrait plus efficace
dans la protection des molécules biologiques lors de leur conservation pendant de longues
périodes.

Crowe et al. [104] suggerent que la vitrification en elle-méme n’est pas suffisante pour
protéger les membranes. Et, il est bien établi que 'efficacité de biopréservation n’est pas
nécessairement proportionnelle a la T, de la matrice, comme il a été¢ montré pour la malto-
dextrine [105], le glycérol [32], les mélanges glycérol/tréhalose [106] ou pour des polymeres
tels que le dextran ou le PVP [107,108]. Ainsi, Cicerone et Soles [106] ont montré que
I'ajout d’une petite quantité de glycérol (5 % en poids) dans une matrice de tréhalose
réduit 'amplitude de la dynamique rapide (> 200 MHz), bien que la T, du mélange soit
inférieure a la T, du tréhalose pur. De méme, le temps de désactivation enzymatique de
la HRP (Horseadish peroxidase) et de la YADH (Yeast Alcohol Dehydrogenase) est plus
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élevé en présence de ce mélange a 5 % en poids de glycérol, comme indiqué dans la figure
1.22.
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FI1G. 1.22 — A gauche : Dépendance en température des facteurs de Debye-Waller < u® >
des verres de tréhalose a différentes fractions massiques de glycérol Ggiyceror- Les résiliences
k des verres a basse température sont représentées en insert. La température de transition
vitreuse T, des différents mélanges est indiquée en bas a droite de la figure. A droite:
Temps de désactivation enzymatique Taeqe/heures extrapolés a température ambiante pour
les verres bioprotecteurs plastifiés par différentes fractions massiques de glycérol (¢=0.00,
0.05, et 0.10) (d’aprés réf. [106]).

Selon I'hypothese de Green et Angell [92], le tréhalose serait un meilleur bioprotecteur
que le maltose et le sucrose en raison de sa plus haute 7,. D’autres propriétés des liquides
sous-refroidis semblent cependant également susceptibles de jouer un role important dans
le phénomene de bioprotection. Caliskan et al. [109] suggerent que la fragilité (cf Annexe
p. 42) du systeme considéré est susceptible de jouer un role important dans la suppression
de la dynamique et de 'activité des protéines. Le tableau 1.3 donne les valeurs de I'indice
de fragilité m selon la classification d’Angell pour quelques bioprotecteurs. Caliskan et
al. ont montré que les fluctuations conformationnelles rapides du lysozyme en dessous de
T~270 K sont plus importantes en présence de tréhalose solide que de glycérol liquide.
L’argument de la T}, élevée du tréhalose présuppose que c’est la relaxation structurale du
solvant « qui influence le plus la dynamique de la protéine. Cependant, la dynamique des
liquides formateurs de verre se caractérise par des processus de relaxation variés - dont
les fluctuations conformationnelles rapides (& 1 ps) - qui peuvent également influencer
la dynamique des protéines, et que la valeur de T, ne peut caractériser. Ainsi, selon la
classification d’Angell, le glycérol est un systeme formateur de verre relativement fort,
alors que le tréhalose est fragile. Par conséquent, les solvants plus forts pourraient avoir
des propriétés bioprotectrices plus importantes, car ils réduisent davantage les fluctua-
tions conformationnelles rapides [32]. La plus grande fragilité du raffinose par rapport au
sucrose permettrait d’expliquer pourquoi il est moins bon bioprotecteur [110], malgré sa
T, plus élevée [111,112], et sa plus grande capacité a former des LHs [113]. Magazu et al.
ont également sugérré que la plus faible fragilité du tréhalose pur ou en solution aqueuse
lui permet d’encapsuler les molécules biologiques dans des structures plus rigides et donc
d’avoir des propriétés cryptobiotiques plus importantes que celles du maltose ou du su-
crose [114,115]. La plus faible fragilité du tréhalose implique en effet une résistance plus
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importante aux changements de la structure locale lorsque la température décroit vers 7.
Elle proviendrait du fait qu’en plus de modifier les propriétés structurales et dynamiques
de I'eau, le tréhalose formerait avec 1’eau une entité relativement rigide ayant un caractere
cristallin [114].

D’autres auteurs évoquent également I'importance de la température critique T, (voir
Annexe) prédite par la théorie de couplage de mode (MCT) [116,117]. Ainsi, Buitink et
al. [118] ont comparé la mobilité moléculaire autour de T}, dans les sucres, la poly-L-lysine,
et dans des systemes biologiques secs tolérants a la déssication, par les spectroscopies
de ST-EPR (spin probe saturation transfer electron paramagnetic resonance), de RMN
du proton 'H et par FTIR. IlIs ont observés deux changements distincts des temps de
corrélation rotationnelle 75 de la molécule sonde (3-carboxy-proxyl) ou du second moment
M. Le premier changement est attribué a la transition vitreuse a T}, lors du chauffage.
Le second correspondrait a la température critique 7., ou la dynamique passe de celle
d’un liquide visqueux & celle d'un liquide simple (ou normal). La meilleure stabilisation
du tréhalose par rapport a celle du sucrose pourrait étre reliée au fait que 7. soit observée
a une température substantiellement plus élevée dans le tréhalose que dans le sucrose, ce
qui impliquerait que la phase amorphe du tréhalose est plus stable au-dessus de T; que
celle du sucrose. Ainsi, des systemes contenant du tréhalose peuvent étre chauffés 8 K de
plus au-dessus de T}, que ceux contenant du sucrose pour une efficacité de biopréservation
comparable [105]. Ils ont également remarqué que l'intervalle T;-T} suit 'ordre Sucrose <
Tréhalose < Raffinose < Stachyose < poly-L-lysine < tissus biologiques. Ainsi, ce seraient
les protéines plutot que les sucres qui joueraient un role important dans la vitrification
du milieu intracellulaire.

Substitution de ’eau d’hydratation

Les mécanismes de bioprotection sont susceptibles d’étre différents selon qu’il reste
ou non de l'eau volumique dans le milieu cellulaire. L’hydratation préférentielle des ma-
cromolécules est essentielle lorsqu’il reste encore de I’eau volumique, mais ce mécanisme
n’est plus valable pour des degrés d’hydratation plus faibles. Lorsqu’il n’y a plus d’eau
volumique dans le cytoplasme, 'effet hydrophobe responsable de la structure et la fonc-
tion des protéines est réduit. Le retrait de I'eau des groupes des tétes polaires conduit a
'augmentation significative de la température de transition cristal liquide/gel T,, (=~ 333
K). Ceci résulte de la réduction de I'espace entre les tétes polaires et de 'augmentation de
la densité d’empilement des chaines acyles (hydrocarbonées). Par conséquent, les lipides
secs seraient dans la phase gel a température ambiante, au lieu d’étre dans la phase cris-
tal liquide, sous hydratation normale. Ces membranes séchées en I'absence de tréhalose
sont alors soumises a la fusion des vésicules, au changement de morphologie, et a la perte
du transport de calcium lors de la réhydration [119]. Des lors, la fréquence de la bande
d’élongation P=0O du phospholipide augmente d’environ 30 em ™!, alors qu’elle est proche
de celle des membranes hydratées en présence de tréhalose.

Crowe et al. ont proposé I’hypothese de substitution de [’eau afin de décrire la maniere
dont le tréhalose protege les cellules, les membranes, les protéines et les acides nucléiques
lorsqu’ils sont séchés. Ils ont suggéré que le tréhalose se substitue aux molécules d’eau
d’hydratation pour former des LHs avec les molécules biologiques, par I'intermédiaire de
leurs groupes hydroxyles. Les LHs seraient formées avec les groupes phosphates des tétes
polaires des phospholipides des membranes phospholipidiques [120] et avec les groupes po-
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laires accessibles au solvant des protéines globulaires. Le tréhalose maintiendrait donc les
membranes et les protéines dans un état similaire a celui de I’état d’hydratation complete.
L’effet du tréhalose sur les membranes lipidiques est représenté dans la figure 1.23.
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Fia. 1.23 — Représentation schématique de la déssication d’une membrane lipidique avec et
sans tréhalose. La déshydratation provoque un changement de la phase liquide cristalline
de la membrane en une phase gel. Lors de la réhydratation et le nouveau changement
de phase de la membrane qui s’ensuit, la membrane devient temporairement perméable,
ce qui peut causer une perte fatale du contenu de la cellule. Le tréhalose préserverait
la structure des membranes durant la déssication en s’intercalant entre les tétes polaires
des phospholipides. 1l remplacerait les molécules d’eau d’hydratation de la membrane et
empécherait ainsi son changement de phase.

Diverses expériences [121] semblent confirmer la validité de '’hypothese de remplace-
ment de [’equ. L’étude du comportement de monocouches phospholipidiques a 'interface
air/eau en présence et en I'absence de tréhalose montre que I’aire moyenne des phospho-
lipides sous pression est significativement plus importante en présence de tréhalose. Ceci
semblerait indiquer que le tréhalose participe a la structure de la monocouche, sans en
étre expulsé, méme aux pressions de surface élevées. Par conséquent, le tréhalose forme-
rait des LHs entre les tétes polaires des phospholipides. L’effet du glucose serait beaucoup
moins prononcé. En outre, des mesures de RMN de mélanges secs de tréhalose et de la 1,2-
dipalmitoyl-sn-phosphotidylcholine (DPPC) indiquent que le sucre se trouve a proximité
de la téte polaire phosphate des lipides. Les huit groupes hydroxyles du tréhalose sont
disponibles pour former des LHs avec les groupes phosphates et carbonyles des lipides.
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L’abaissement de la température de transition 7}, de la DPPC impliquerait ’espacement
des chalnes acyles pour permettre leur désordre. Finalement, de nombreuses études par
spectroscopie infrarouge confirment la formation de LHs entre les carbohydrates et les
protéines lyophilisées, telles que le lysozyme, la BSA, la PFK [108, 122], la a-lactalbumine
bovine [91].

La différence de stabilisation des membranes et des protéines entre les différents sucres
pourrait résulter d’'un nombre et d'une intimité différents de LHs. L’efficacité du tréhalose
pourrait provenir de sa plus grande capacité a former des LHs en tant que donneur, par
rapport aux autres disaccharides. Crowe et al. [65] ont observé une plus grande flexibilité
entre les deux monomeres du tréhalose qu’entre ceux du maltose ou du sucrose. Cette
propriété permettrait au tréhalose de s’adapter davantage a la topologie irréguliere des
groupes polaires des macromolécules et donc d’interagir davantage avec les tétes polaires
des phospholipides. D’ailleurs, Allison et al. ont montré que le degré de protection struc-
turale apporté par le sucrose et le tréhalose est corrélé au degré d’interaction par LH entre
le sucre et la protéine. C’est pourquoi 'incapacité du dextran a inhiber le dépliement du
lysozyme induit par déshydratation résulterait de son incapacité a former des LHs adé-
quates avec la protéine. Allison et al. suggerent cependant que la formation de LHs entre
les carbohydrates et la protéine est nécessaire, mais pas suffisant, car le glucose forme de
nombreuses LHs avec le lysozyme a I’état sec mais ne parvient pas a inhiber le dépliement
du lysozyme lors de la déshydratation.

Lépez-Diez et Bone [123] ont montré que le tréhalose serait plus efficace que le sucrose
pour préserver une protéine modele, la trypsine, car il formerait avec elle davantage de
LHs. Cette différence d’interaction entre les deux sucres proviendrait de la formation de
cristaux de tréhalose sans LHs intramoléculaires (Topm,o et Ti,) d'un coté, et de cristaux
de sucrose anhydrate stabilisés par des LHs intramoléculaires de l'autre. Le tréhalose
chercherait donc davantage que le sucrose a maximiser ses LHs avec la protéine afin de
former une structure d’énergie libre plus petite. Lopez-Diez et Bone [123] soulignent que les
différences observées entre le tréhalose et le sucrose peuvent provenir de ’énergie des LHs.
Celle-ci dépend de I'encombrement stérique, mais également de la mobilité moléculaire de
la protéine et du sucre. Or, les sucres les moins mobiles seraient susceptibles de former
des LHs plus stables. C’est pourquoi il existe une corrélation entre la préservation des
protéines et la valeur de la Tj.

Confinement de I’eau d’hydratation

Belton et Gil [124] ont étudié des mélanges tréhalose/lysozyme a différents rapports en
poids (1/1, 1/3, 1/10) par spectroscopie infrarouge et raman. Ils ont déterminé les chan-
gements de conformation des sucres et du lysozyme, respectivement a partir de ’analyse
des régions 800-1000 cm™! et 1500-1700 cm . Tls ont observé (i) un rétrécissement de la
bande amide I de la protéine en présence de tréhalose par rapport au lysozyme séché seul,
mettant ainsi en évidence une certaine structuration induite par le tréhalose, et (ii) des
différences entre les bandes de la région 800-1000 cm™! du tréhalose séché seul et dans les
mélanges tréhalose/lysozyme, indiquant un changement de conformation du sucre. Ceci
va a I’encontre de la proposition de Carpenter et Crowe, c¢’est-a-dire que le réseau de LHs
protéine-eau et protéine-tréhalose dans les mélanges lysozyme/tréhalose est comparable
a celui du lysozyme en solution dans I’eau pure. Les spectres obtenus par Belton et Gil
suggerent que le changement de conformation des sucres n’est pas principalement induit
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par la présence de la protéine, mais par celle de I'eau. Les mélanges tréhalose/eau ne
seraient en réalité pas completement secs, et selon Timasheff et al., les sucres sont ex-
clus de la surface de la protéine, en solution. Belton et Gil émettent 'hypothese que ceci
reste vrai a ’état « sec » et que D'effet du tréhalose serait de concentrer I'eau résiduelle a
proximité de la protéine, de sorte que son spectre ressemble davantage a celui de la pro-
téine hydratée qu’a celui de la protéine déshydratée. Au fur et a mesure du séchage des
mélanges, 1’eau se concentrerait a 'interface protéine/sucre et deviendrait confinée par la
vitrification du tréhalose. A un degré de déshydratation suffisamment élevé, il se forme-
rait quelques contacts entre les sucres et la protéine, qui affecteraient la conformation - et
donc le spectre - des sucres. Les différences observées entre les résultats de Belton et Gil
et ceux d’autre auteurs proviendraient des historiques différents des échantillons analysés,
conduisant a différents degrés d’hydratation de la protéine.

Bien que controversée, 'hypothese de Belton et Gil semble étre confortée par des
calculs de simulation numérique de dynamique moléculaire réalisés par Lins et al [125]
pour un mélange ternaire lysozyme/tréhalose/eau a environ 18 % en poids (0,5 M), et
a température ambiante. Ils observent que durant toute la durée de leurs simulations
(2,5 ns), les molécules de tréhalose n’expulsent pas les molécules d’eau a la surface du
lysozyme et que le tréhalose induit une réduction des fluctuations atomiques des chaines
latérales, mais pas du squelette. A partir des résultats de leur simulations, Lins et al. ont
proposé qu’a ’échelle de la nanoseconde, les molécules de tréhalose s’agregent entre elles
a la surface de la protéine, confinant ainsi une fine couche d’hydratation (cf figure 1.24).

Fi1Gc. 1.24 — Modéle de linteraction du tréhalose (a ~ 18 % en poids) avec le lysozyme
(représenté de maniere schématique en orange) proposé par Lins et al. [125] a partir de
résultats de simulation numérique de dynamique moléculaire. Le tréhalose initialement
réparti de maniere homogéne s’aggrége a prorimité de la surface de la protéine, et piege
son eau d’hydratation (d’aprés réf. [125]).

Ces molécules de tréhalose seraient en compétition avec la protéine pour former des
LHs avec les molécules d’eau piégées, possédant des propriétés de solvatation électrosta-
tiques réduites. Ces propriétés pourraient expliquer les vitesses réduites d’échange des
protons amide dans la région ou la rubredoxine desulfouvibrio gigas interagit avec le 1,1-
diglycerol phosphate a 0,1 M, obtenues expérimentalement [126]. Ces résultats sont confor-
tés par les simulations de Cottone et al. de la myoglobine-carboxy (MbCO) placée dans
des matrices trehalose/eau [127] et sucrose/eau [128] & 89 % en poids. Ils ont mis en évi-
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dence un exces de molécules d’eau a la surface de la protéine par rapport a la composition
volumique et également un nombre relativement faible de molécules de sucres se liant a
la protéine, le plus souvent par une seule LH. Ceci signifierait que méme a une concentra-
tion aussi élevée en sucre, la protéine reste préférentiellement hydratée et que les sucres
sont préférentiellement exclus de sa surface. L’hypothese de Belton et Gil étend donc le
modele de I'hydratation préférentielle de Timasheff et al. aux matrices de cosolvant dans
lesquelles il ne reste plus que de I'eau résiduelle.

Tréhalose dihydrate

Certains travaux [129-132] ont montré que les différentes formes polymorphiques cris-
tallines des sucres jouent un role dans la bioprotection, et en particulier, celles du tré-
halose: phase dihydrate [82], phases anhydres « [133] et [ [134]. En déshydratant sous
des conditions thermodynamiques particulieres la phase cristalline Ty, 0, il est possible
de former de maniere réversible la phase cristalline T,. L’efficacité de biopréservation du
tréhalose pourrait venir de la formation de la phase cristalline T, et de la transformation
réversible de cristal dihydrate Top,0, lors d'une réhumidification de I’environnement [130].

Cesaro et al. ont analysé la position relative des molécules d’eau du cristal dihydrate
et ont proposé que I’évacuation de I'eau s’effectue par un processus de sauts le long de
canaux menant a la surface du cristal [130]. La structure serait maintenue lors de la
déshydratation par les nombreuses liaisons H intermoléculaires entre molécules de sucre.
En outre, Ahlqvist et al. ont exposés la phase Thy,0 a de la vapeur de DO et ont carac-
térisé 1’échange des hydrogenes de 1’eau et des groupes OH du tréhalose par spectroscopie
Raman [135]. IlIs ont souligné que 'eau ne peut diffuser librement dans toutes les direc-
tions dans la phase Thy,0, et que les deux molécules d’eau Owl et Ow?2 (voire figure 1.25)
sont isolées I'une de 'autre et forment des LHs avec la molécule de tréhalose. Ow2 peut
diffuser selon I'axe ¢ avec moins de géne stérique de la part des molécules de tréhalose que
Owl, qui est davantage « prisonniere » des sucres.

Aldous et al. ont suggéré que la phase cristalline dihydrate Tbpy,0 peut piéger les
molécules d’eau. En effet, la phase Thy,o peut se former de maniere réversible a partir
de I'exposition de la phase amorphe exposée a de la vapeur d’eau, ce qui fait croitre la
T, de la matrice de sucre [129]. Au contraire, une petite quantité d’eau est susceptible
de plastifier une matrice de sucrose, qui ne forme pas de phase cristalline hydrate. Selon
cette suggestion, I'efficacité de biopréservation du maltose serait intermédiaire, car il peut
exister dans une phase cristalline monohydrate. La particularité du tréhalose de former
de maniere réversible un cristal dihydrate pourrait alors expliquer en partie ses propriétés
bioprotectrices singulieres. Mais, la formation d’une phase cristalline hydrate ne coincide
pas nécessairement avec l'efficacité de biopréservation. En effet, le raffinose forme un cristal
pentahydrate [135], et est pourtant un moins bon bioprotecteur que le tréhalose.

De surcroit, la formation des phases cristallines ne doit pas étre trop rapide afin de
limiter les effets déléteres résultant d’un changement de volume et/ou de pression interne.
Une estimation du temps de transformation peut étre établie a partir de la courbe de vis-
cosité du tréhalose plastifié. Miller et al. ont montré que la cristallisation du tréhalose dans
les solutions tréhalose/NaCl/eau est plus aisée que celle du tréhalose dans les solutions
tréhalose/eau [136]. La présence de solutés ioniques de faible poids moléculaires et des
macromolécules dans les cellules biologiques favoriserait donc la nucléation du tréhalose.
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FiG. 1.25 — Représentation schématique du cristal tréhalose dihydrate Top,0. A gauche :
la molécule de tréhalose est représentée avec les molécules d’eau Owl et Ow2 de son voi-
sinage (en incluant les molécules d’eau obtenue par les différentes symétries du cristal, qui
seront détaillées ultérieurement). A droite : les molécules d’eau Ow1 (bleu) et Ow2 (rouge)
apparaissent en représentation de van der Waals. Les molécules de tréhalose sont repré-
sentées de maniere filaire, pour des raisons de clarté. Les molécules d’eau Ow?2 peuvent
diffuser selon Uaze ¢ (normal au plan de la page) au sein de la structure formée par les
molécules de tréhalose. Au contraire, les molécules de tréhalose forment une cage autour
des molécules d’eau Owl. Les LHs tréhalose-eau sont indiquées en tirets verts dans les
deux figures.

Les différentes hypotheses proposées afin d’expliquer 'efficacité supérieure du tréha-
lose a préserver les molécules biologiques ne sont pas pleinement satisfaisantes, car elles ne
permettent pas de décrire dans leur intégralité les mécanismes moléculaires en jeu dans le
phénomene de I'anhydrobiose ou de la lyophilisation. En particulier, elles ne s’appliquent
chacune que dans des domaines de température T et de degré d’hydratation h donnés:
le modele de I’hydratation préférentielle des molécules biologiques et 'effet déstructurant
ne s’appliquent que dans le cas ot il reste de I’'eau volumique (déshydratation modérée),
alors que les hypotheses de substitution de 1'eau, de la