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Introduction Générale

Depuis prés d’une décennie, les biomatériaux ont gagné tous les domaines thérapeutiques.
Vaisseaux artificiels, valves cardiaques, stents ou encore protheéses (dentaire, hanche, os etc)
sont autant d’éléments visant a réparer ou régénérer le corps humain et ayant pour point
commun d’appartenir a la catégorie des biomatériaux. Selon la Société Européenne des
Biomatériaux, il s’agit de « matériaux congus pour interagir avec les systemes biologiques,
gu’ils participent a la constitution d’un dispositif a visée diagnostique, ou a celle d’'un
substitut de tissu ou d’organe, ou bien encore a celle d’un dispositif de suppléance (et
d’assistance) fonctionnelle » (Park and Lakes, 2007).

Plus largement, ces systémes présentent de nombreuses applications dans des domaines
médicaux tels que |'ophtalmologie (Lentille de contact, implants, etc.), I'odontologie
(orthodontie, reconstruction maxilo-faciale, etc.), la chirurgie orthopédique (protheses
articulaires, ligaments et tendons artificiels, etc.), la chirurgie cardiovasculaire (valves
cardiaques, cceurs artificiels, etc.), la protection de l'individu (revétement intelligent) ou
encore dans la détection avec la construction de biocapteurs, etc.

Un grand nombre de parametres doit étre pris en compte afin d’évaluer la capacité de ces
matériaux a pouvoir étre par exemple implantés dans le corps humain, avec des tests in vitro
et in vivo menés au préalable. Dans la confection de ces édifices biocompatibles, nous
retrouvons des métaux et alliages métalliques tel que les aciers inoxydables ou le titane, qui
mettent a profit une résistance importante a la corrosion et de bonnes propriétés
mécaniques.

On trouve également des céramiques, telles que I'alumine et la zircone, qui sont fortement
employées dans les tétes de hanches ou les implants dentaires, ainsi que des polymeéres qui
sont soit dotés d’une fonction chimique pour l'interface matériaux-tissus (reconstruction
osseuse ou ligamentaire), soit utilisables dans le cadre de la chimie orthopédique ou
traumatologique.

Les biomatériaux occupent également une place importante dans le cadre de la détection de
maladies et d’infections (biocapteurs) ou encore dans un réle de traitement de pathologies
et de protection contre celles-ci (surfaces intelligentes).

De nombreuses études autour de la construction de biomatériaux impliquant des
biomolécules de tailles diverses ont ainsi été menées depuis le début des années 2000. Dans

chacun de ces systémes, il est nécessaire d'immobiliser ces molécules sur des surfaces afin
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de pouvoir détecter et/ou quantifier un signal recu. Bon nombre d’études impliquent ainsi
I'interaction d’objets biologiques et de surfaces organique ou inorganique.

Plusieurs techniques analytiques, telles que la microscopie de force atomique (AFM), la
résonnance de surface plasmonique (SPR) ou encore la spectrométrie photoelectronique X
(XPS) permettent notamment de mesurer leur propriétés d’adsorptions. Des informations
telles que l'estimation du taux de recouvrement, I'épaisseur d’un film biomoléculaire
adsorbé, sur une surface, en fonction du pH ou encore des informations relatives au
potentiel électrochimique peuvent ainsi étre accessibles (Ithurbide et al., 2007; Payet et al.,
2010). L'ensemble de ces études apporte de nombreuses informations intéressantes pour la
construction de systemes impliquant des biomatériaux.

Néanmoins, des caractéristiques a I'échelle atomique pour les biomolécules, indispensable
pour la construction de ces systémes, restent manquantes en raison de la limite de taille
impliquée par les outils d’études. Par exemple des informations relatives a la structure de
ces biomolécules sont souvent absentes des bases de données comme la « Protein Data
Bank » (PDB). (Berman, 2000; https://www.rcsb.org/)

Une solution pour explorer les systémes a une échelle atomique est |'utilisation d’outils de
modélisation moléculaire. Ce champs d’étude reste cependant assez récent et amene son lot
de difficultés notamment dans |’élaboration de modéles rendant parfaitement compte du
systéeme expérimental.

Ma thése de doctorat s’inscrit dans cette problématique avec pour objectif d’utiliser des
outils de modélisation moléculaire et de réaliser une étude multi-échelle (a la fois en
quantique et en mécanique moléculaire) afin d’étudier des systemes (expérimentaux)
impliquant des biomolécules. Nous proposons ici une étude au sein de deux projets menés
chacun en étroite collaboration avec des équipes expérimentales pour répondre a un certain
nombre de questions présentes dans chacun d’entre eux.

Dans le cadre du premier projet, nous nous intéressons a un biocapteur impliquant un
transistor a effet de champs de type Electrolyte-Gated Organic Field-Effect Transistors
(EGOFET). Plus précisément nous étudions le systéme sous deux approches : une premiere
approche autour du transistor a effet de champs et plus particulierement de sa couche semi-
conductrice, élément tres important pour I'optimisation d’un transistor a effet de champs,

puis une seconde approche portée cette fois-ci sur I'interaction spécifique opérant entre les
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biomolécules du systéme. Ces travaux sont menés en collaboration avec I'équipe « Surfaces
Bioactive et Capteurs » de notre laboratoire, dirigée par le Professeur Benoit Piro.

Le second projet consiste en I'étude d’'un systéme antimicrobien, construit pour lutter
contre des agents pathogenes spécifiques. Ce systéme est composé d’une surface
biocompatible et d’un peptide décomposable en 3 parties : une partie d’accroche, une partie
dite « clivable » qui est capable d’étre coupée par une enzyme présente a la surface de la
cible spécifique, afin de libérer dans le milieu la troisieme partie qui est, elle,

antimicrobienne. Il s’agit donc d’un systéme intelligent au ciblage précis.

Dans ce cadre, mon manuscrit se décompose de la fagcon suivante : un premier chapitre dans
lequel je propose un apercu de I'état de I'art de la modélisation moléculaire a I'interface
solide-liquide ainsi qu’un apercu sur les méthodes de modélisation moléculaire de facon plus
générale. J’aborde ensuite, dans un second chapitre, des généralités sur les biocapteurs et
les surfaces biocompatibles et/ou intelligentes. Les troisieme et quatrieme chapitres de
cette thése seront consacrés a notre premier projet relatif au biocapteur. Enfin le cinquiéme

chapitre sera lui dédié a notre second projet traitant de surface antimicrobienne.
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Chapitre 1 : Les interactions biomolécule-surface d’un point de vue théorique:
état de I’art et méthode

1. Les interactions biomolécules-surface en chimie théorique

Des études relatives a l'interaction entre des biomolécules et des surfaces du point de vue
de la modélisation moléculaire ont déja été menées dans la littérature. Deux approches se
distinguent avec des études quantiques a I'échelle moléculaire et des études de mécanique

moléculaire au niveau macroscopique.

1.1. Les méthodes quantiques

De l'interaction spécifique entre les especes biologiques de taille raisonnable (inférieure a
1000 atomes) jusqu’a l'interaction entre un lien moléculaire et la surface, la modélisation
moléculaire a I'échelle quantique peut apporter des réponses pertinentes. L'étude multi-
échelle, de l'interaction entre les molécules d’intérét biologique et les surfaces, est en plein
essor. En effet, les interactions de ce type ne sont pas uniquement guidées par les propriétés
des objets biologiques mais également par la surface elle-méme via ses propriétés
chimiques, mécaniques, sa structure moléculaire et sa taille. Les surfaces inorganiques
auront ainsi une réactivité variable en fonction de l'espece en interaction ainsi qu’une
stabilité et une adsorption spécifique caractéristique.

D’un point de vue quantique tout d’abord, pour des raisons de ressources de calculs, les
surfaces et les biomolécules de taille importante ont trés souvent été étudiées séparément.
Seules des biomolécules de petite taille, telles que des acides aminés, des peptides isolés,
des brins d’ADN, des médicaments ont été étudiés sur des surfaces. Diverses surfaces
organiques et inorganiques (métalliques comme oxydées) ont été traitées avec des
méthodes basées sur la théorie de la fonctionnelle de la densité (DFT) décrivant avec
précisions des interactions covalentes, ioniques, électrostatiques ou de van der Waals grace
notamment au développement des fonctionnelles hybrides enrichies de méthodes
empiriques décrivant I'effet de dispersion. (Becke, 1993)

Le code de calcul périodique Vienna Ab-Initio Simulation Package (VASP) (Kresse and
Furthmiller, 1996a, 1996b; Sun et al., 2003) est un outil de chimie quantique, permettant de
décrire des surfaces infinies en interaction avec des adsorbats, car il permet de conserver

des informations au niveau électronique (calcul des densités d’état (DOS) et des structures
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de bande). De plus, il bénéficie de I'implémentation de forces dispersives avec I'approche de
Grimme (DFT-D2 et plus récemment DFT-D3) qui apportent des corrections respectivement
aux ordres 2 et 3 (Grimme, 2006, 2011; Grimme et al., 2010) qui seraient nécessaire pour
I’étude de systemes biocompatibles.

En effet I'une des faiblesses des méthodes quantiques réside dans la prise en compte des
effets dispersifs a longue distance (interactions de London), amenant ainsi a des valeurs
d’énergie sous-estimées et peu, voir pas, d’interaction dans certains complexes avec des
surfaces, lorsque cette interaction est de type dipdle induit-dipole induit.

L'efficacité de I'implémentation des forces dispersives a notamment pu étre démontrée
avec des études sur I'adsorption de petits peptides sur graphéne (Akdim et al.,, 2013).
D’autre part des études sur les biomolécules de petite taille (acides aminés isolés) ont
également vu le jour avec I'étude de leur interaction avec des surfaces oxydées au moyen de
méthodes ab-initio (Arrouvel et al., 2007; Carravetta et al., 2009; Costa et al., 2008, 2011;
Gambino et al., 2004, 2006; Irrera et al., 2009; Koch et al., 2011; Nonella and Seeger, 2008;
Rimola et al., 2006, 2008a, 2008b, 2009).

La DFT s’avére par exemple étre une bonne méthode pour étudier la formation d’une liaison
covalente entre une surface inorganique et un acide aminé, et des études impliquant des
acides aminés et des surfaces métalliques ont été menées (lori et al., 2008, 2009).

Parmi les nombreux systemes étudiés au moyen des méthodes quantiques, on retrouve les
catéchols (cf. figure 2), groupement de formule CgH4(OH), (qui est un d’un grand intérét

pour le chapitre 4 de ma thése car il s’agit d’un fragment servant a 'immobilisation).

OH
OH

Figure 1 - Groupement chimique catéchol
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Ainsi, Redfern et al. (Redfern et al., 2003) se sont intéressés a l'interaction des catéchols et
de l'eau avec des particules de dioxyde de titane et ont montré que ces molécules
interagissent avec les défauts de la surface de TiO, afin de former des structures bidentates
favorisant la dissociation ou I'adsorption moléculaire sur les surface anatase (101). Dans tous
ces systemes, la contribution électrostatique ainsi que celles des liaisons hydrogéne et de
van der Waals sont relativement importantes.

Dans le cadre d’un biocapteur il faudrait I'étudier d’abord au niveau quantique. Les résultats
ainsi obtenus auraient vocation a donner une premiére approche assez précise sur une
partie du systéme global (accroche d’un lien sur une surface auquel sera ensuite greffée une
molécule biologique pour en faire un capteur par exemple). Un systéme qui serait ensuite
étudié dans sa globalité grace a des méthodes permettant l'investigation d’'un nombre
d’atomes plus important comme la MD a I'échelle mesoscopique.

Les calculs quantiques permettent également le paramétrage d’un champ de force en vue
des calculs de mécanique moléculaire ou de MD. L’idée ici est de se baser sur I'énergie
obtenue au niveau quantique pour des géométries optimisées (par exemple pour
I'interaction entre un acide aminé ou l'un de ses analogues et une surface choisie), et
d’ajuster les parameétres du champ de force de sorte a ce que les résultats obtenus par
mécaniques moléculaires sur les plans énergétiques et gé¢ométriques soient les plus proches
possible des résultats quantiques.

De nombreux exemples relatifs aux parameétres de champs de force sont disponibles dans la
littérature (Bellucci et al., 2012; Carravetta and Monti, 2006; Di Felice and Corni, 2011).

Sur le méme modeéle, le paramétrage des interactions coulombiennes en utilisant les charges

atomiques partielles générées en mécanique quantique est tout a fait envisageable.

1.2. Les méthodes de mécanique moléculaire
Les méthodes de mécanique moléculaire permettent d’étudier des systémes de taille plus
importante que les méthodes quantiques. En effet les simplifications drastiques de Ia
mécanique moléculaire, explicitées dans la suite de ce chapitre, permettent d’étudier des
systémes avec un nombre d’atome trés important.

Notamment cela permet :
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- D’étudier les systemes dans leur globalité : protéines et non plus seulement les
acides aminés ; solvant explicite et force ionique adaptée
- D’explorer les surfaces d’énergie potentielle a I'aide de méthodes telles que la
dynamique moléculaire
Les interactions entre deux systemes biologiques (protéine-protéine par exemple) ont été
tres largement étudiées (Brooks et al., 1983; Cornell et al., 1995; Oostenbrink et al., 2004)
avec une multitude de champs de force optimisés pour ce type de cas. Dans le cadre de
I’étude des interactions entre molécules biologiques et surfaces inorganiques, des champs
de force continuent a étre développés et améliorés afin de répondre toujours mieux aux
difficultés rencontrées dans le cadre de I'étude de ces complexes (Heinz et al., 2010, 2013;
Kokh et al., 2010; de la Torre et al., 2009).
Les deux principaux points critiques en mécanique moléculaire sont :
- le choix du champ de force en fonction du systéme, un choix difficile car la
description d’'un matériau n’est pas simple
- la bonne représentation du solvant qui peut se faire de facon implicite grace a
I'implémentation d’un diélectrique, ou bien de fagon explicite avec la représentation
de toutes les molécules d’eau. Ce dernier point engendrera un co(t de calcul plus
important mais se révele étre un choix judicieux pour la description d’un tres grand
nombre de phénomenes. (Berendsen et al., 1987; Jorgensen et al., 1983; Vega et al.,
2005)
En intégrant I'étude de la flexibilité, la méthode de la dynamique moléculaire nous renseigne
par exemple sur la capacité d’'un peptide ou d’une protéine a s’adsorber favorablement ou
non sur une surface tout en donnant des informations structurales sur le groupement
d’accroche. Les mouvements au cours du processus dynamigue peuvent aussi mettre en
lumiere des changements conformationnels. (Dror et al., 2012)
Ainsi des interactions entre des molécules biologiques et diverses surfaces, ou oxydes
métalliques, ont largement été étudiées grace a cette méthode. (Diebold, 2003; Huang et al.,
2014; Sun et al., 2010).
L'un des enjeux de la modélisation de systemes « molécule biologique-eau-surface solide »
réside dans la description de l'interface de ces trois objets, qui peut parfois présenter des

propriétés chimiques particulieres selon le cas considéré. Des facteurs tels que la structure
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cristalline de la surface, la présence de défauts, les changements dans la nature de celle-ci
(hydroxylation, oxydation, etc.) notamment a cause de la présence d’eau, sont autant de
parametres a considérer qui peuvent venir altérer I'interaction entre la molécule biologique
et la surface solide. En effet, différents degrés de protonation peuvent étre rencontrés selon
le pH considéré, ce qui impacte la sélectivité quant a I'adsorption de protéines (Patwardhan
et al., 2012).

Zou et al. se sont intéressés aux interactions entre diverses molécules d’intéréts biologique
et le graphéene grace a la dynamique moléculaire. lls ont notamment montré que
I'interaction entre un peptide et cette surface de carbone était liée a un processus
compétitif entre les résidus plans et hydrophiles qui composent le peptide et qu’il pourrait
étre possible de construire des peptides possédant des résidus spécifiques afin de manipuler
I'interaction peptide-graphéne pour obtenir une structure optimisée (Zou et al.,, 2017).
Egalement, les interactions entre acide aminé et graphéne ont été étudiées afin de
déterminer d’une part, lequel d’entre eux interagissait le plus favorablement avec la surface,
et d’autre part quel était le role de I'eau dans le processus (Camden et al., 2013).

D’autres études ont porté sur les interactions entre les biomolécules et les surfaces d’or. Par
exemple, Ruan et ses collaborateurs ont mené I'étude de I'immobilisation d’'un aptamere
d’ARN a la flavine sur une surface d’or fonctionnalisée afin de comprendre la perte d’affinité
qui était liée a cette immobilisation sur surface. Les études par MD ont mis en évidence que
I'orientation de I'aptamére par rapport a la surface est en lien avec la distribution anisotrope
des ions sodiums et induisent une modification sensible de la structure de I'aptameére a
I'origine de la perte d’affinité (Ruan et al.,, 2017). Hoefling et al. quant a eux se sont
intéressés a l'adsorption de protéines sur une surface d’or (111) qu’ils ont étudié en
dynamique moléculaire. Ils ont notamment montré que l'acide aminé arginine (chargé
positivement) facilitait le premier contact entre la surface d’or et les polypeptides. Ills ont
également constaté que le polypeptide ne « tombait » pas sur la surface et que le processus
d’adsorption demeurait rapide (Hoefling et al.,, 2011). Les « gold binding proteins »
reconnues pour leur forte affinité pour I'or ont également fait I'objet de nombreuses études
dans le cadre des interactions biomolécule-surface. Ainsi Hnilova et al. ont montré
I'importance de la relation entre les propriétés et la structure d’une protéine y compris

lorsque celle-ci s’accroche sur une surface inorganique solide. Grace a I'étude de deux
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protéines AuBP, ils ont pu conclure que des différences en termes de propriétés
d’adsorption pouvaient étre corrélées suivant la conformation de la protéine étudiée.
(Hnilova et al., 2008)

D’autres méthodes d’exploration peuvent également étre employées dans le cadre de
I’étude des interactions de systémes biologiques avec des surfaces. Par exemple, 'amarrage
moléculaire (ou « docking » en anglais) permettant de visualiser le site d’interaction entre
une molécule biologique et son ligand et offre ainsi des informations précieuses dans le
cadre de la conception d’un biocapteur comme la partie de celui-ci qui devra étre laissée
accessible a la molécule cible et la partie qui pourra étre accrochée a une surface. (Jiang and
Kim, 1991)

Deux revues tres intéressants sur les interactions biomolécules et surfaces sont (Costa et al.,

2013; Ozboyaci et al., 2016)
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2. Méthodes de calculs

La modélisation moléculaire consiste en l'utilisation de méthodes théorique et de
I'ordinateur pour représenter les structures tridimensionnelles de molécules et calculer
toutes leurs propriétés (électroniques, spectroscopiques, optiques, etc.). Grace au
développement des ressources informatiques de ces trente dernieres années, la
modélisation a grandement évoluée. Elle permet aujourd’hui la compréhension d’un certain
nombre de phénoménes tels que les mécanismes réactionnels, les interactions entre
especes, de la petite molécule organique jusqu’au systéme biologique tel qu’une protéine,
ou encore permet la prédiction d’'un grand nombre de propriétés, avec des informations
structurales précieuses a I’échelle atomique.

Les différentes méthodes de modélisation moléculaire peuvent se classer en 2 catégories
distinctes : méthodes de mécanique moléculaire et méthodes quantiques, chacune donnant
acceés a des informations avec un degré de précision variable. Les méthodes quantiques par
exemple, comme explicité précédemment, mettent en jeu le niveau théorique le plus précis
au prix de ressources informatiques trés importantes, restreignant leur utilisation aux

systémes de tailles inférieures a 1000 atomes.

2.1. Les méthodes quantiques
Les méthodes quantiques (QM) décrivent explicitement les électrons en résolvant I’équation
de Schrodinger. Elles donnent ainsi accés aux propriétés électroniques et permettent
d’étudier les réactions chimiques mettant en jeu la formation ou la rupture de liaisons par
exemple.
Pour un systeme stationnaire non dépendant du temps, le point de départ est la description
guantique d’une particule de masse m dans un potentiel constant V grace a I'équation de

Schrodinger non dépendante du temps :

(—% V2 + V) W(r) = E¥(r) (1)
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Cette équation peut également s’écrire en introduisant I'opérateur Hamiltonien (équation

2).

2
HY¥(r) = E¥(r) avecH = —Zh—m VZ+V (2)

Ou r représente la position, W(r) représente la fonction d’onde, E est I'énergie de |‘état
décrit par ¥(r) (elle correspond a la valeur propre de 'Hamiltonien) et VZ est défini par :
92 92

62
2 __
Vo= Satar vz )

Dans le cas d’un systeme polyelectronique, il faut ainsi tenir compte des interactions entre
toutes les particules constituants le systeme, résultant en une équation de Schrédinger dont
il n’existe pas de solution analytique. On introduit ainsi des approximations apportant une
aide a la résolution des cas complexes comme |'approximation de Born-Oppenheimer. Elle
consiste a négliger I'énergie cinétique des noyaux compte tenu de la différence de masse
entre ceux-ci et les électrons. Cette approximation suppose donc les noyaux fixes et
implique que les électrons se déplacent dans le champ des noyaux immobiles.

La détermination analytique des orbitales étant, en général, impossible, on applique le
principe des variations pour en chercher une valeur approchée. La plus répandue est de
simuler le systeme par des Combinaisons Linéaires d’Orbitales Atomiques, une
approximation que I'on nomme la méthode LCAO. Sur le principe de cette méthode, une

orbitale moléculaire s’écrit :

¢; = 2 C; (4)

Avec C; les coefficients LCAO. Ainsi résoudre I'équation de Schrédinger consiste ici a trouver

un jeu de coefficients qui minimisera I'énergie E du systéme.
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2.1.1. Calculs ab initio
Ces méthodes ont la particularité de ne pas reposer sur des bases de données empiriques
pour la résolution des calculs. (Leach, 2001; Strich, 1992)
L'une d’entre elle est I'approche Hartree-Fock (Slater, 1951) dans laquelle la fonction d’onde
du systeme peut étre construite a partir du déterminant des fonctions d’onde
monoelectronique : le déterminant de Slater.
Le déterminant de Slater pour un systeme a N électrons et N spin-orbitales est donné par

I’équation 5 :

x1(D 2D x() o xn(D)

L x1(2)  x22) x3(2) .. xn(2)
WHF:W x13) x23) x3(3) .. xn(3)|(5)

XiN)  x2(N)  xs(N) .. xn(N)

Ou y;(i) est le j spin-orbital pour un électron i (nimporte lequel des électrons peut occuper
I'orbital car ils sont indiscernables). L'énergie électronique totale peut étre décomposée
comme la somme des énergies de chaque électron considéré comme mouvant dans le
champ du noyau, de I"énergie de chaque électron dans le champ des autres électrons et de
« I'interaction d’échange ». L'énergie totale quant a elle est obtenue en ajoutant a I'énergie
électronique le terme d’énergie de répulsion entre les noyaux (qui est une constante selon
I’approximation de Born-Oppenheimer).

Comme dit précédemment il n’existe pas de solution analytique pour I’équation de
Schrodinger, mais le théoreme des variations stipule qgu’une solution approximée
engendrera toujours une énergie plus haute que I'énergie réelle. Par conséquent, trouver
des fonctions qui diminuent I’énergie calculée permet d’obtenir des approximations toujours
plus proches de la réalité. En conséquence, c’est sur cette loi que repose la méthode du
champ auto-cohérent (SCF) employée dans la méthode Hartree-Fock afin de d’obtenir des

valeurs d’énergie de plus en plus basses jusqu’a un minimum.

26



Chapitre 1 : Les interactions biomolécule-surface d’un point de vue théorique:
état de I’art et méthode

2.1.2. Théorie de la fonctionnel de la densité (DFT)
La DFT repose sur le fait que les systemes riches en électrons peuvent étre décrits en
utilisant une fonctionnelle dépendante de la densité électronique. Dans cette méthode,
toutes les propriétés sont déterminées grace a la densité électronique p(x,y,z) et ainsi

I’énergie devient une fonctionnelle de la densité :

E =F(p)(6)

Le probléme étant de déterminer F. Cette énergie est décomposable en quatre fonctions :
I’énergie cinétique T, I'énergie potentielle électron-noyaux Vne, I'énergie potentielle
électrons-électrons Vee et le terme d’échange et corrélation E,, toutes les quatre

dépendantes de p. (cf. équation 7)

E =T(p) + Vne(p) + Vee(p) + Exc(p) (7)

Alors que le premier terme est négligé selon I'approximation de Born Oppenheimer pour la
partie de I'interaction noyau-noyau, que le second terme s’exprime facilement a partir de la
densité électronique, que le troisieme peut s’exprimer comme une interaction de coulomb,
le quatrieme terme est inconnu. L’enjeu de la DFT consiste a obtenir une approximation la
plus précise possible de E,(p).

En effet, la réelle difficulté est de déterminer cette partie échange et corrélation qui n’est
pas connue excepté pour un gaz d’électron libre.

Les méthodes Hartree-Fock étant capable de représenter correctement la partie échange,
des types de fonctionnelle dites hybrides ont été développées en incluant ces méthodes.
Pour reproduire des valeurs d’énergie, ces méthodes hybrides sont paramétrées a partir de
données issues de calculs ab-initio ou expérimentales. (Hohenberg and Kohn, 1964; Kohn
and Sham, 1965). C'est par exemple le cas de la fonctionnelles B3LYP (Becke, 1993).
Aujourd’hui ces fonctionnelles hybrides sont les plus utilisées aussi bien pour I'étude de

systémes moléculaires que pour I’étude d’interfaces solide-liquide.
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2.1.3. Bases de calculs
Les bases de calculs couramment utilisées mettent en jeu des combinaisons linéaires de

gaussiennes s'exprimant sous la forme :
o2
xaybzce «r (8)

avec pour propriété intéressante que le produit de deux Gaussienne est toujours une
Gaussienne, ce qui simplifie drastiquement un certain nombre de calculs.

Il existe deux types de bases pour décrire la fonction d’onde du systeme : les bases
d’orbitales atomiques pour décrire les systemes moléculaires, ainsi que les bases d’ondes

planes, pour décrire les systémes périodiques, dont I'expression est la suivante :
¢;(r) = exp(iK.7) (9)

.
avec K un vecteur d’onde. La taille de cette base est fixée par la valeur maximale de

I’énergie € d’une onde plane (cut-off), donnée par I'équation :

_ r2[k+R|
T 2me

(10)

Cette méthode est parfaitement adaptée a la symétrie cristalline et permet de n’utiliser
gu’un seul parametre : I’énergie du cut-off. De plus, prés du noyau la fonction d’onde oscille
rapidement alors qu’elle est monotone loin de celui-ci, entrainant une difficulté a décrire
simultanément les deux comportements. Les solutions possibles sont le calcul tout électron
avec une grande base, trop couteux en termes de ressources de calcul, ou bien I'emploi de la
base d’onde plane et de pseudos-potentiels. Le principe de ces dernieres repose sur la
séparation des électrons de valence et des électrons de cosur. On suppose que la probabilité
de trouver un électron de cceur loin du noyau est quasiment nulle. On se positionne ainsi
dans le cadre de I'approximation du coeur gelé. Les électrons de coeur ne sont pas traités

explicitement et on remplace leurs effets sur les électrons de valence par un pseudo-
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potentiel. Le modele ici utilisé est celui des pseudos-potentiels projetés PAW (Projector

Augmented Waves). (Kresse and Joubert, 1999)

2.1.4. Calculs quantiques périodiques

Pour des systemes de taille importante impliquant des surfaces (type molécule adsorbée sur
une surface) plusieurs problémes peuvent se poser comme celui des effets de bord. En effet
cette « coupure » en bout de surface engendre nécessairement un impact sur la stabilité
globale du systéme. Une solution pour s’en affranchir est 'emploi d’'un code périodique
permettant une réplication du motif de base dans les 3 directions de I'espace. Egalement la
richesse électronique du systeme implique un temps de calculs trés important, qui peut étre
amoindris grace au modeéle d’ondes planes couplé aux pseudo-potentiels décrit ci-dessus.
Lors de mes calculs, j’ai utilisé le logiciel Vienna Ab-initio Simulation Package (VASP) (Kresse,
1996) qui est un logiciel qui permet de faire des calculs ab-initio, de DFT ainsi que de
dynamique moléculaire. Il permet d’étudier des systémes 3D en utilisant les conditions aux
limites périodiques.

Dans ce code de calcul, les électrons de valence sont décrits par des ondes planes et ceux de
cceur par des pseudo-potentiels. La fonctionelle pure PBE, qui a été proposée par Perdrew et
Wang (Perdew, 1991), a été utilisée pour tous les calculs car le logiciel VASP est optimisée

pour I'utilisation de fonctionnelles pures.

2.1.5. Les modeles de charges
Plusieurs modeéles de charges partielles sont exploitables au niveau quantique en
modélisation moléculaire. Le plus courant est le modele de Mulliken. Il correspond a une
analyse de population selon Mulliken, c’est-a-dire, la distribution de charge en termes de
population d’orbitales moléculaires. Pour cela elle se base sur la méthode de combinaison
linéaire des orbitales atomiques (LCAO).

Les coefficients de la matrice densité sont donnés par I'’équation 11.

D,, =23%C, Cy; (11)
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C correspond aux coefficients LCAO, avec p et v les fonctions de base considérées et i
I'orbitale moléculaire considérée. La méthode de Mulliken consiste a répartir sur I'ensemble
des fonctions de base les N électrons, de maniére égale, en tenant compte des éléments
diagonaux. La répartition des charges partielles est ainsi corrélée aux orbitales de valence de
I’atome considéré, amenant des approximations quant a cette répartition lorsque les atomes
sont de natures chimiques proches mais de tailles différentes. Ce modéle engendre donc des
approximations tres critiques dans certains systemes complexes. (Mulliken, 1955)

Parmi les autres modeéles de charges atomiques existant, le modéle de Bader exploite les
propriétés topologiques de la densité de charge afin de la répartir dans I'espace autour des
différents noyaux atomiques. Il consiste a utiliser la densité de charge afin de diviser I'espace
en volume atomique possédant chacun un unique maximum de densité de charge, et séparé
des autres volumes par une zone de densité de charge minimale. Cette méthode présente
ainsi I'avantage de se corréler a la densité de charge, qui est une grandeur quantifiable et
mesurable expérimentalement, contrairement a la méthode de Mulliken qui elle se base sur
une analyse de population. De plus, la densité électronique offre I'avantage de ne pas étre
dépendante de la base sélectionnée pour le calcul ce qui la rend beaucoup plus robuste par
rapport a une méthode basée sur la fonction d’onde. Cette méthode a été largement utilisée
pour évaluer les répartitions de charge dans différents systemes en fonction de chaque
atome. (BIEGLER et al., 2001; Henkelman et al., 2006; Katan et al., 2003; Madsen et al., 1999;
Noury et al., 1999; Popelier, 1998; Sanville et al., 2007; Tang et al., 2009).

2.2. Les méthodes de mécanique moléculaire
La mécanique moléculaire est une méthode ou le systéme est approximé car l'on y
représente un ensemble noyau plus électrons. Elle est utilisée pour étudier les systemes de
taille importante. L'interaction entre les atomes est modélisée en utilisant des potentiels
interatomiques (champs de force) dérivés a partir de calculs ab-initio ou de résultats
expérimentaux. On obtient ainsi un accés aux propriétés thermodynamiques permettant
d’étudier un tres grand nombre de processus comme des interactions intermoléculaires, des

interactions de molécules avec des surfaces ou encore la dynamique de protéines.
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2.2.1. Le champ de force
De nombreux champs de force ont été développé pour différent systemes moléculaires, en
se basant sur des fonctions d’énergie potentielles décrivant les forces inter et intra
moléculaires du systeme, avec des énergies qui y sont calculées par rapport a la géométrie
d’équilibre. L'énergie potentielle est divisée en deux contributions : une partie liante et une
partie non liante. A la partie liante est associée I'énergie de liaison (Ejaison), I'énergie d’angle

(Eangle), I'énergie d’angle de torsion (Etorsion) €t I’énergie d’angle impropre (Eimpropre) :

Eliante = Eliaison + Eangle + Etorsion + Eimpropre (12)

A la partie non liante est associée I'énergie de Van der Waals (Eyqw), I'énergie électrostatique
(Eelectrostatique) €t dans certains champs de force a I’énergie de liaison hydrogéne

(EHbona) (Leach, 2001) :

Enonliante = Lydw + Eelectrostatique + EHbond(13)

Les champs de forces dépendent de données expérimentales ou théoriques. Les paramétres
typiques contiennent des distances de liaisons, des valeurs d’angles d’équilibre et d’angles
de torsion etc. De nombreux logiciels de mécanique moléculaire permettent le traitement
de macromolécules comme des protéines ou de 'ADN, avec des parametres dérivés de ceux
obtenus pour des molécules organiques de taille moindre, expérimentalement et/ou
théoriquement. Ceux-ci sont ensuite validés expérimentalement. (Lindorff-Larsen et al.,
2012; Piana et al., 2011)

Le jeu de parametres ainsi mis en place est souvent unique pour un champ de force
spécifique et devrait ainsi ne pas étre utilisé dans un autre champ de force pour garder des
résultats pertinents.

Pour chaque classe de molécule, on peut trouver un champ de force adapté. Durant nos
travaux, nous avons utilisé le champ de force AMBER, permettant de traiter des systemes
tels que des protéines et des acides nucléiques, des lipides, des sucres et des molécules

organiques. (Pearlman et al., 1995; Wang et al., 2004)
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2.2.2. Le champ de force AMBER
Développé au départ par I'’équipe de Peter Kollman (Pearlman et al., 1995), le champ de
force AMBER apparaft tres pertinent pour I'étude de molécules biologiques.
La fonction d’énergie potentielle implémentée dans le camp de force AMBER comporte 5
contributions d’énergie pour les liaisons, les angles, les angles de torsion, les interactions de

type van der Waals et électrostatiques :

ki a; Vn
V= Zliaisons;(li - lio)z + Zangles? 6, — gio)z + Ztorsions? (1 + cos(nw —y)) +
in. 12 in, 6
NB yv'NB qi4; i i
i=12ij=i+1 {4ﬂ€oru + & l( = ) —2 ( = (14)

Dans le premier terme ou k; correspond a la constante de raideur, |; la longueur de liaison et

lo la longueur de liaison d’équilibre (ou de référence). Cette équation met en avant I'aspect
harmonique du potentiel interatomique. Il s’agit d’une approximation du potentiel de Morse
autour de la longueur d’équilibre de la liaison. Notons que, selon ce potentiel, il n’est pas
possible de modéliser une rupture ou une formation de liaison.

Le second terme est un potentiel harmonique ou a; est la constante de force, 0, est la valeur
de référence pour I'angle i et 6; est la valeur d’angle.

Le troisieme terme traite des angles de torsions. V, est appelé barriere d’énergie, n est la
multiplicité (nombre de minimas de la fonction quand I'angle ® varie de 0° a 360°). y est la
phase a I'origine. La plupart du temps, dans AMBER, les valeurs de V, sont identiques pour
un angle diédre donné, le terme Van der Waals (terme 1-4) affine la représentation des
angles.

Le dernier terme contient les contributions de van der Waals et électrostatique. Le terme rj
correspond a la distance entre les atomes i et j. Le terme en « puissance 12 » décrit le
comportement a faible distance interatomique et représente la forte répulsion entre les
deux atomes, alors que le terme en « puissance 6 » traduit les effets a longue distance et
I"attraction du a la force de Van der Waals. rj est le rayon pour lequel I’énergie de Van der
Waals est minimale (égale a —¢;)).

L'expression du dernier terme de I'équation (potentiel de Lennard-Jones) peut se déduire

facilement a partir de la figure 3.
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van der Waals
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Figure 2 - Potentiel de Lennard-Jones d'aprés Elodie Laine, upmc

Ou o, rg (correspondant a rnin) et € sont identifiés. L’équation 15 méne ainsi a I'expression

présentée précédemment.

Vo =4¢(5)" = (2) ] a9

Pour décrire le terme électrostatique, la loi de Coulomb est employée avec g, qui est la
constante diélectrique dans le vide, qg; et g; sont les charges des atomes.

On peut noter que l'interaction de van der Waals entre deux atomes liés par une liaison
covalente est normalement négligée. Usuellement, on considére |'interaction de van der
Waals comme une interaction prise en compte a partir d'un écart de 4 atomes (1-4 vdW
interaction dans AMBER). Pour certains types d’interactions, d’autres termes peuvent étre

ajoutés. Par exemple un terme de polarisation pour un dipoOle centré sur un atome peut étre

considéré.
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2.2.3. L’amarrage moléculaire

L'utilisation de I"'amarrage moléculaire dans le cadre de nos travaux permet de trouver
rapidement l'interaction non-liante entre 2 molécules.

Le but de la plupart des méthodes d’amarrage moléculaire est de prédire le mode de liaison
d’une petite molécule dans son récepteur macromoléculaire. (Taylor et al., 2002) Les
problemes d’amarrage peuvent étre séparés en deux aspects différents: générer des
conformations (algorithme de recherche) du complexe cible-ligand et utiliser la bonne
fonction de score pour discriminer les bonnes et mauvaises poses obtenues. Plusieurs
programmes existent pour ce type de calculs tel que Autodock (Goodsell et al., 1996) que

nous avons utilisé durant ces travaux de these.

2.2.3.1. L'algorithme de recherche
Pour générer des conformations, la cible est souvent considérée comme rigide. Un systeme
de grille (nommé « grid maps » en anglais) est utilisée (cf. figure 4). L’espace autour de la
cible rigide est divisé en une grille. A chaque point de cette grille, des valeurs d’énergie sont

calculées en se basant sur le type atomique, les charges et la position au sein de la grille.

#nid spaceng A

probe atom —

Figure 3 - Schéma des "grid maps" utilisées pour les amarrages moléculaires

Bien qu’un désavantage d’une telle méthode soit justement le fait que le récepteur ne soit
pas en mesure de bouger, cette approximation réduit drastiquement le temps de recherche
des conformations. Autodock met ainsi en jeu plusieurs algorithmes pour prédire le meilleur
déplacement possible du ligand a I'intérieur de sa cible (Morris et al., 2001)
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2.2.3.2. lafonction de score

Dans ce contexte, une pose pertinente d’amarrage moléculaire est une conformation
présentant une énergie assez basse. La méthode consiste a estimer I'énergie de liaison grace
a différentes contributions dans la fonction de score obtenue a partir de données
expérimentales. Ainsi I'intérét majeur de ces fonctions en comparaison a des méthodes plus
rigoureuses est le gain de temps en termes de ressource de calcul ainsi que I'acces a des
informations (géométrique et énergétique) sur I'interaction ayant lieu au cceur du site actif.

Dans le cadre de notre étude, nous avons utilisé le logiciel Autodock (Goodsell et al., 1996).

La fonction de score y est implémentée de la facon suivante :

AGping = BDGyaw + AGupona + AGerec + AGrors + Ay (16)

Elle emploie ainsi un modeéle mixte mécanique moléculaire et énergie libre, et est basée sur
une analyse de la régression linéaire afin d’obtenir des valeurs pour certains paramétres, et
a été calibrée sur un jeu de 188 combinaisons ligands-protéines dont les structures et les
affinités d’interaction sont connues. (Goodsell et al., 1996; Morris et al.,, 1996; Trott and
Olson, 2010) Cette fonction de score inclut cing termes dont les trois qui résultent de termes
standards de mécanique moléculaire.

AG,,,s décrit bien les torsions internes du systeme et représente ainsi la perte de degrés de

libertés quand la complexation a lieu.

2.2.4. La dynamique moléculaire
La dynamique moléculaire (MD) fut introduite par Alder et Wainwright a la fin des années
1950 (Alder and Wainwright, 1957, 1959) afin d’étudier les interactions des sphéres dures.
De nombreuses idées par rapport au comportement des liquides simples ont émergé de ces
études. L'avancée majeure suivante a été réalisée en 1964 lorsque Rahman amena la
premiere simulation mettant en oeuvre un potentiel réaliste pour de I'argon liquide
(Rahman, 1964). La premiére simulation sur protéine apparut en 1977 avec I'étude d’un
inhibiteur pancréatique bovin (McCammon et al.,, 1977) et apporta un grand nombre de

contributions importantes dans le domaine de la dynamique moléculaire.
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La MD est une méthode de mécanique statistique dans laquelle I'évolution dans le temps
des interactions interatomique est suivie grace a I'intégration des équations de mouvement.
La dynamique moléculaire dite classique est basée sur la mécanique moléculaire afin
d’étudier des déformations, des mouvements et des interactions moléculaires. En accord
avec la mécanique statistique, pour relier I'énergie potentielle d’un systéme a des propriétés
thermodynamiques expérimentales mesurables, il faut générer des configurations

thermiquement accessibles. Dans la MD, la force exercée sur un atome (F;) a un temps t est

calculée a partir du gradient, grad,(E) de la fonction potentielle en mécanique moléculaire.

La seconde loi de Newton est ainsi utilisée pour calculer I'accélération (a;) d’'un atome :
— R 11—
a,=—= _Egradl(E) (17)
i

Avec m; la masse d’un atome. A partir de [I'accélération, on peut déterminer
approximativement la vitesse et la position a un temps t+At a partir du développement
limité de Taylor tronqué. Ce qui nous intéresse ici est la position r(t+At). Pour obtenir cette
grandeur, un certain nombre d’algorithmes existent.

Un algorithme populaire est la méthode de Leap-Frog (Hockney, 1970), qui est utilisé dans

AMBER, dans laquelle les positions et les vitesses sont obtenues a partir de :

ri(t + At) = 1;(6) + v (¢ + %At)At (18)
vi (t+2a) = v (¢ - 24¢) + q(0)Ac (19)

avec ri, vi et At correspondant a la position, la vitesse et le temps d’intégration,
respectivement. En dynamique moléculaire de biomolécules, le temps d’intégration est en
général de quelques femtosecondes et les vitesses initiales sont données a partir de la
distribution de Maxwell-Boltzmann.

L'un des objectifs de la MD est notamment de comprendre les propriétés d’assemblage des

molécules et de s’intéresser a I'interaction opérant entre elles.
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L’application de la dynamique moléculaire conduit a générer des ensembles statistiques afin
de déterminer des propriétés énergétiques, thermodynamiques, structurales ou encore
dynamiques et permet d‘effectuer de la recherche conformationnelle.

Aujourd’hui, de trés nombreuses études en dynamique moléculaire ont été réalisées, que ce
soit sur des protéines solvatées, des interactions ADN-protéine, des complexes protéines-
protéines ou encore sur des systemes lipidiques (Paschek et al., 2007; Villa et al., 2005;
AlmIof et al., 2006; Knecht et al., 2006). Plusieurs logiciels permettent |'utilisation de la MD
comme AMBER (Pearlman et al.,, 1995), GROMACS (Berendsen et al., 1995), CHARMM
(Brooks et al., 1983) ou encore NAMD (Nelson et al., 1996). Dans le cadre de notre étude,
nous avons utilisé le logiciel AMBER qui est bien maitrisé dans I'équipe.

Parce que certaines liaisons vibrent a une fréquence importante et impose ainsi un temps
d’intégration faible, I'utilisation de I'algorithme SHAKE (Ryckaert et al., 1977) apparait
comme pertinent. Celui-ci permet de considérer de connectivités atomiques avec
I’hydrogeéne sans liaison harmonique. On peut ainsi étendre I'étude a des intervalles de
temps plus long (exemple At = 2 fs).

Dans un systeme contraint, les coordonnées des particules ne sont pas indépendantes les
unes des autres et les équations de mouvement pour chaque direction sont reliées. Cette

force est appliquée a chaque instant.

2.2.5. Les méthodes de solvatation

Le corps humain est composé a 80% d’eau et la majorité des réactions chimiques qui ont lieu
dans celui-ci se déroulent en phase aqueuse. C’'est pourquoi une représentation précise des
propriétés de ce solvant est essentielle pour bien décrire les phénomenes impliquant des
biomolécules. Il existe plusieurs méthodes pour représenter le solvant, allant de la
description la plus détaillée ou chaque molécule d’eau est représentée, jusqu’a la
description plus approximée qui ne reproduit que les propriétés globales du solvant (Orozco
and Luque, 2000).

Les calculs de mécanique moléculaire peuvent étre menés dans le vide (g = 1) mais les
dipoles, ainsi que les molécules contenant des charges, nécessitent que les effets de solvants
soient pris en compte. Les champs de force ont tendance a maximiser les interactions

électrostatiques attractives, résultant en une conformation de trés basse énergie, tres
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stable, mais irréelle. La force de cette interaction électrostatique décroit lentement avec r.
En effet, la constante diélectrique est dépendante de la distance pour décroitre rapidement
et s’affranchir des interactions avec les atomes trés éloignés. Ceci permet de simuler le

déplacement des molécules de solvant lorsque le ligand s’approche de la cible d’interaction.

2.2.5.1. Solvant Explicite

La représentation la plus réaliste consiste a utiliser un solvant explicite. Ceci correspond a
positionner la molécule d’étude dans une boite contenant des molécules de solvant
explicitement représentées, c’est-a-dire avec tous les atomes représentés. Le point clé
consiste a choisir le bon modele de potentiel pour représenter les interactions entre les
différentes molécules (Paschek, 2004). Il en existe plusieurs (Vega et al., 2005). Usuellement
les plus employés sont les modeles SPC, SPC/E (Berendsen et al., 1987), TIP3P et TIP4P
(Jorgensen et al., 1983). Tous ces modeles mettent en jeu 2 applications principales : Un
potentiel de Lennard-Jones localisé sur I'atome d’oxygéne et des charges positives
positionnées sur les atomes d’hydrogéne. Pour le modéle le plus largement utilisé, TIP3P
(Jorgensen et al., 1983) que nous avons-nous méme employé durant nos travaux, une
molécule d’eau est représentée par une sphére de van der Waals centré sur I'oxygene et des
charges localisées positionnées sur chacun des 3 atomes. Le développement des modeles
d’eau s’est concentré sur la reproduction des propriétés les plus importantes de I'eau liquide
comme I'énergie (obtenue expérimentalement), la densité et la distribution de fonctions
radiales (Jorgensen and Tirado-Rives, 2005).

La représentation en solvant explicite contraint a réaliser des simulations impliquant des
milliers d’atomes en conditions périodiques, ce qui alourdit considérablement le temps de

calcul nécessaire a I'étude d’un systeme.

2.2.5.2. Solvant implicite
Dans un modeéle de solvant implicite, la représentation tout-atomes est remplacée par un
continuum décrivant les propriétés générales de I'eau (Baker, 2005; Feig and Brooks IlI,
2004; Orozco and Luque, 2000; Simonson, 2001; Warshel et al., 2006). Dans ce cas, I'énergie
libre de la phase aqueuse est calculée directement sans échantillonnage des degrés de

libertés des molécules de solvant.
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Lors d’une étude d’un complexe ligand-biomolécule, la différence d’énergie de solvatation
peut étre évaluée et le solvant est traité comme un continuum représenté par une constante
diélectrique €.

L’énergie libre de solvatation AGs est la variation d’énergie libre observée lors du transfert
d’une molécule du vide au solvant. Cette valeur est considérée comme la somme de 2

contributions. (cf. équation 20)
AGso1 = AGelec + AGronelec (20)

AGeec est la composante électrostatique

AGponelec €St la composante non-électrostatique entre le soluté et le solvant.

Des modeles comme « Generalised Born » ou « Poisson-Boltzmann » permettent d’estimer
I’énergie libre électrostatique moyenne mais ne tiennent pas compte directement des effets
entropiques provenant des contraintes, imposées par le soluté, a la disposition des
molécules d’eau ou de solvant plus généralement. Les modéles de solvatation implicite

peuvent étre améliorés avec des termes tenant compte des effets hydrophobiques.

2.2.6. Umbrella Sampling
La méthode Umbrella Sampling (Leach, 2001) permet de résoudre les problemes
d’échantillonnages en modifiant le potentiel permettant ainsi d’échantillonner suffisamment
les états non favorables. Cette méthode peut s’employer avec des simulations de dynamique

moléculaire ou bien des simulations Monte Carlo. La modification du potentiel peut se

traduire par une perturbation :

ETY) = EGNY + w(@rN) (21)

Ou W(r") est une fonction de poids, prenant souvent une forme quadratique :

W) =k, (rV —1r,")? (22)
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Pour des configurations se trouvant loin de I'état d’équilibre ry" la fonction de poids sera
large et ainsi la simulation utilisant I'énergie modifiée E’(r") sera biaisée le long d’une
coordonnée de réaction. La distribution résultante sera évidemment non-boltzmann. La
distribution de boltzmann correspondante pourra étre extraite de la configuration non
botlzmann en utilisant une méthode introduite par Torrie et Valleau (Torrie and Valleau,

1977) dont le résultat est le suivant :

ArMyexp[+w@N)/kpT])w
(exp[+W(rN)/kpgT)w

(4) = (23)

Uindice w indique que la moyenne est basée sur la probabilité Py(r"), qui est-elle méme
déterminée par la fonction d’énergie modifiée E’(r").

Aujourd’hui, il est largement admis que la méthode Umbrella Sampling est une méthode trées
intéressante pour calculer des différences d’énergies libres. (Kastner, 2011)

La méthode Weighted Histogram Analysis Method (WHAM) permet de « débiaiser » la
guantité échantillonnée (coordonnée de réaction) afin de reconstruire le potentiel de force
moyenne. Celle-ci a été introduite par Kumar (Kumar et al., 1992). Dans chaque fenétre la

probabilité obtenue vérifie I'équation :
Pg x) = e_[F(X)"'V%aias (x)]/kgT (24)

Elle est corrigée par un facteur exp (Vli)iaS (x)]/kgT). Le potentiel de force moyenne F lui est
reconstruit de fagcon a garder une cohérence entre les différentes fenétres. La méthode
WHAM effectue ces deux étapes de facon itérative. L'incertitude liée a cette méthode
demeure cependant difficile a évaluer (Kdstner and Thiel, 2005; Kumar et al., 1992; Roux,

1995).
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1. Les biocapteurs

1.1. Historique
C'est en 1956 que Leland Clark réalise le premier biocapteur (Clark, 1956), afin de mesurer la
concentration d’oxygene dissous dans le sang, puis son dispositif sera ensuite réadapté en
1962 dans le but de quantifier cette fois-ci la teneur de glucose dans le sang (Clark and
Lyons, 1962). A partir des années 70, de nombreux moyens seront mis en ceuvre afin de
promouvoir le développement des biocapteurs en raison du large champ d’application dans
lesquels ils peuvent étre utilisés (médecine, agro-alimentaire, environnement etc). La
miniaturisation, notamment des transducteurs de méme que leur nature variée, et la
possibilité d’utiliser les biocapteurs in vivo, font de ces dispositifs des éléments d’analyses

pertinents, entre autre pour le domaine de la santé.

1.2. Définition
Un biocapteur (ou « biosensor » en anglais) est un dispositif qui utilise la haute spécificité
des phénomeénes de reconnaissance biologique et les adapte pour les applications
analytiques. Un dispositif biocapteur (figure 1) comprend une partie biorécepteur capable
de détecter un analyte et d’interagir spécifiquement avec celui-ci, une partie transducteur
qui détecte les modifications physico-chimique de I'environnement dues a la reconnaissance
de cet analyte, et le traduit en signal physique mesurable par le systeme de détection du
signal. Il est également souvent nécessaire de mettre en jeu un systeme permettant

I’amplification et le traitement de ce signal afin d’obtenir une information pertinente.

) | -
{" = ki |

Figure 1 - Schéma général d’un biocapteur d’aprés (Gorgy, 2015)

Plusieurs parametres sont modulables au sein de ces systemes comme la nature de
I’élément biologique utilisé ou bien celle du transducteur. On reléve ainsi différents types de

systemes.
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1.3. Classification des biocapteurs
Usuellement les biocapteurs sont classés selon deux critéres : la nature du biorécepteur et Ia

nature du transducteur. On retrouve également des systémes classés selon une combinaison

des deux phénomenes. La figure 2 illustre la classification générale des biocapteurs :

Basé sur le
biorécepteur

Enzyme Piezoélectrique

Anticorps Electrochimique

Acide nucléique Optique

Biomimétique

Figure 2 - Schéma général de la classification des biocapteurs

1.3.1. Nature du biorécepteur
Pour les biocapteurs impliquant des enzymes, deux mécanismes d’actions sont possibles :
une enzyme vient catalyser une réaction amenant la conversion d’un substrat non
détectable en un produit, optiquement ou électrochimiquement, détectable ou bien une
enzyme vient catalyser une réaction amenant la conversion d’un substrat, optiquement ou
électrochimiquement, détectable en un produit non détectable. L'ajout d’une molécule
spécifique venant inhiber I'action de I'enzyme influera alors sur la réaction chimique. Cette
perturbation sera détectée par le systéme de transduction (Delvaux and Demoustier-

Champagne, 2003).
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De trés nombreuses réactions chimiques sont catalysées par des enzymes, néanmoins ces
systemes peuvent souffrir d’'une instabilité de fonctionnement et nécessiter I'apport d’un
cofacteur ou une association d’enzymes pour fonctionner. Les biocapteurs enzymatiques les
plus communs sont les systémes permettant la détection du glucose ou de 'urée (Ispas et
al., 2012; Wang, 2008). Actuellement les biocapteurs a enzyme sont aussi beaucoup utilisés
pour la détection de pesticide, au détriment des méthodes plus standards telles que les
techniques chromatographiques car celles-ci sont relativement colteuses. (Bucur et al.,
2018)

Les couples anticorps/antigénes sont également impliqués dans la construction de
biocapteurs. Les anticorps sont des immunoprotéines (ou immunoglobulines) douées de
capacités d’interactions spécifiques avec une entité nommée antigéne. Les anticorps sont
constitués de 4 chaines polypeptidiques (deux chaines lourdes et deux chaines légéres) qui
forment une structure en «Y» (Porter, 1959). Ces édifices possédent une région
« constante » et une région « variable », cette derniére correspondant au site d’interaction
avec l'antigéne, donnant ainsi son caractére spécifique a I'anticorps afin de se lier avec une
haute affinité a I'antigéne. Les biocapteurs impliquant ce couple reposent sur l'interaction
spécifique anticorps/antigene. L'un des deux réactants est immobilisé sur un support et
I'interaction biologique se fait ainsi a l'interface solide-liquide. Ces systemes offrent la
possibilité de détecter et quantifier de tres faibles proportions d’antigénes, y compris dans
des mélanges tres complexes. lls présentent également I'avantage d’avoir une affinité et une

sélectivité modulables. (Rahman et al., 2007; Scheller et al., 2001) (cf. figure 3)

Antigene
Anticorps
région variable
Anticorps
region constante

1
Liaison spécifique entre
I’anticorps et I'antigene

Figure 3 — Reconnaissance spécifique de I'antigeéne par I’anticorps

54



Chapitre 2 : Généralités sur les biocapteurs et les surfaces intelligentes

Il existe aussi des biocapteurs impliquant des brins d’ADN (ou d’ARN). Ceux-ci s’obtiennent
en immobilisant un brin sur une surface transductrice. Il existe en général deux stratégies
distinctes. La premiere consiste en |I’hybridation d’un brin simple d’ADN avec une séquence
d’acides nucléiques provenant de microorganismes infectieux ou le capteur détectera
I'interaction avec la séquence pathogéne (Carrascosa et al., 2009; Ensafi et al., 2011). La
seconde repose sur l'interaction entre un brin d’ADN et des agents polluants (Nowicka et al.,
2010; Zhang et al., 2011a), faisant de ce biocapteur un indicateur de pollution qui pourra
compléter une batterie de test permettant le contréle de la qualité d’un milieu, compte tenu

de la facilité et de la rapidité avec laquelle une réponse peut étre obtenue.

1.3.2. Nature du transducteur

Le second paramétre interchangeable d’un biocapteur est la nature de son transducteur.
Celui-ci peut étre de nature électromagnétique, électrochimique ou bien encore se décliner
avec des propriétés optiques ou encore calorimétriques.

Certains biocapteurs mettent en jeu la « piézoélectricité ». Elle correspond a la relation entre
des propriétés électriques et mécaniques de matériaux diélectrique et anisotropes. Sous
I'effet d’'une contrainte appliquée a ce matériau, le cristal se déforme en induisant une
polarisation électrique du milieu. Dans un capteur piézoélectrique, on exploite la capacité
d’un matériau a se déformer lorsque celui-ci est soumis a une contrainte électrique. Le
cristal de quartz par exemple est un outil de choix pour ce type d’analyse grace a ses
propriétés chimiques et mécaniques mais aussi car il possede la capacité d’osciller sous
I’effet de stimulus électriques. On mesure ainsi I'oscillation sur cristal du quartz servant de
support a un composé biologique immobilisé. Le systéme permet de quantifier d’éventuelles
variations de masses a la surface du cristal, dues a I'interaction spécifique biologique. Il est
nécessaire de bien connaitre les propriétés physico chimiques du milieu, puisque celles-ci
peuvent altérer la fréquence de résonance (Bizet et al., 1995). La Figure 4 présente un cristal

piézoélectrique.
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Figure 4 - Schéma d’une microbalance a quartz d’aprés www.opengcm.com

On retrouve également des capteurs basés sur la mesure de I'absorbance grace auxquels on
cherche a détecter la venue d’une couleur, a I'aide d’'une espéce marquée par une enzyme.
(Abdullah et al., 2007). D’autres systemes permettent de mesurer la fluorescence, en
détectant soit sa diminution d’intensité (« quenching ») ou bien son amplification, aprés
interaction avec la molécule cible. (Lagarde and Jaffrezic-Renault, 2010). Le phénomeéne de
résonnance plasmonique de surface (SPR) est également mis en jeu dans des biocapteurs.
Des photons entrent en résonance avec le nuage électronique d’'une couche métallique
déposée a l'interface, et sont réfléchis avec un angle de résonnance bien défini. L'interaction
spécifique entre les biomolécules engendre une modification des propriétés plasmoniques
de la surface ce qui vient ainsi diminuer l'intensité du faisceau réfléchi ainsi que I'angle de

résonnance (Figure 5). (Jang et al., 2009).

56



Chapitre 2 : Généralités sur les biocapteurs et les surfaces intelligentes
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Figure 5 - Schéma général matérialisant I'angle de résonnance

Enfin il existe également des biocapteurs électrochimiques. Ce type de biocapteur figure
parmi les plus utilisés et consiste a immobiliser une molécule d’intérét biologique sur une
électrode. L'interaction avec la cible spécifique entrainera alors une réponse transformée en
un signal électrique mesurable et quantifiable. De plus, ce type de capteur peut facilement
s'inclure dans des systemes électroniques peu coliteux en énergie et s’integre également
parfaitement dans les systemes d’analyse pour les domaines de la santé ou de
I’environnement.

Des sous-catégories de biocapteurs électrochimique se démarquent: les biocapteurs
potentiométriques, conductimétriques ou bien ampérométriques.

Les biocapteurs potentiométriques (Nilsson et al., 1973; Tor and Freeman, 1986) évaluent la
différence de potentiel entre deux électrodes. Une méthode consiste a fixer un biorécepteur
sur 'une de ces deux électrodes et a observer des variations de potentiel lorsque I'analyte
réagit avec ce récepteur. Les systemes a transducteur potentiométrique impliquant des
électrodes ou des transistors a effet de champ « ion-selectifs » (qui répondent sélectivement
a certains ions en présence d’autres) font partis des systemes les plus précis et rapides en
termes de biocapteur (Kimmel et al., 2011)

Les biocapteurs conductimétriques (Chouteau et al., 2004) mesurent des variations de
conductance (consommations ou productions d’especes chargées au cours de réactions).
Enfin les biocapteurs ampérométriques (Chi and Dong, 1995; Schuhmann, 1995; Zhang et al.,

2010) sont parmi les plus emblématiques. lls permettent de mesurer un courant produit lors
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d’une réaction chimique grace a une réaction d’oxydoréduction ayant lieu a la surface de
I’électrode. On utilise généralement ce type de mesure pour un composé biologique
spécifique puisqu’il s’agit d’un processus opérant a un potentiel constant (Dzyadevych et al.,
2008).

Les biocapteurs basés sur des biorécepteurs enzymatiques sont les biocapteurs
électrochimiques les plus communs.

Dans tous ces systemes les objets biologiques doivent étre immobilisés sur des surfaces afin
de pouvoir quantifier le signal recu. Une part trés importante dans la confection de
biocapteurs réside ainsi dans I'’étude de l'interaction des biomolécules et des surfaces, a la

fois au niveau expérimental mais également au niveau de la chimie théorique.

1.4. Les transistors a effet de champ
1.4.2. Principe de fonctionnement
Les transistors a effet de champ, développés en premier lieu par J.E Lilienfeld, correspondent
a un sous-type des transistors utilisant un champ électrique pour contréler la conductivité au
sein d’un « canal » constitué dans un matériau semi-conducteur. lls sont composés de trois
électrodes métalliques : une source et un drain, mis en contact grace a un semi-conducteur,
ainsi qu’une grille indépendante séparée par une couche mince isolante. Le fonctionnement
du systeme repose sur I'application d’une différence de potentiel entre la grille et la source
permettant ainsi de modifier la densité de charge entre la source et le drain et donc le
courant circulant dans I'appareil. La figure 6 représente un transistor a effet de champ avec

ses différentes parties.
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Figure 6 - Schéma général d'un transistor a effet de champ
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De nos jours, ce type de transistor est parmi les plus utilisés (« field effect transistor » ou
FET) (Amos and James, 2013) au méme titre que les transistors électrochimiques dit
« Poly(ethylenedioxythiophene) :poly(styrenesulfonate) » (PEDOT :PSS) (Strakosas et al.,
2015). Ces derniéres années les transistors a effet de champ ont été tres largement
employés pour la confection de biocapteurs en raison de leur intégration simpliste dans des
systéemes portable et pour leur capacité tres sensible aux changements opérants sur des
surfaces.

On s’intéresse ici a un type de transistor a effet de champ nommé « Electrolyte-Gated
Organic Field Effect Transistors » (EGOFET). Dans celui-ci, le semi-conducteur se retrouve en
contact avec un électrolyte et présente des avantages considérables comme biocapteur :
faible potentiel d’utilisation et compatibilité dans les milieux aqueux. La figure 7 présente un

systeme EGOFET.

Figure 7 - Schéma d'un EGOFET d’apreés (Kergoat et al., 2010)

Ce type de systeme a été introduit pour la premiére fois par Schenk, en 1978 (Cheung,
1978). Il présente I'avantage d’étre simple, portable et de proposer une haute sensibilité
(détection allant jusqu’au picomolaire ou femtomolaire d’analyte). Il n’utilise qu’une faible
quantité d’échantillon et peut étre opérant a bas co(t, tout en permettant une détection et
guantification de I'analyte en temps réel.

Dans des biocapteurs avec transistor a effet de champ, le changement opérant lors de la

bioreconnaissance peut étre corrélé a la concentration en analyte (Yin et al., 2013). Des
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exemples de transistors a effet de champ, utilisant notamment du graphéne comme
composant, pour détecter tous types d’objets biologiques sont reportés dans la littérature :
Récemment Chen et al. ont développé une méthode permettant la détection de I'antigéne
du virus Ebola, responsable aujourd’hui d’une crise sanitaire tres importante dans le monde,
en se basant sur 'utilisation de graphéne et d’un transistor a effet de champ. Cette méthode
s’appuie sur les caractéristiques de semiconducteur du graphéne afin de construire un
transistor dont le courant détecté diminue lorsque la glycoprotéine du virus est en présence.
(Chen et al., 2017)

Lin et al. quant a eux ont développé un biocapteur avec un transistor a effet de champ
utilisant des nanorubans de graphene afin de détecter le bleu de méthyléne, un composé
essentiel notamment pour son réle en guise de marqueur biologique. Leur systéme se veut

trés sensible avec une limite de détection assez basse (Lin et al., 2017).

1.4.3. L'utilisation du graphéne comme canal semi-conducteur

Le controle de la couche semi-conductrice du transistor est trés important puisqu’elle
permet de réguler la densité de charges circulant entre deux électrodes, et donc améliorer la
détection électronique du systeme biologique. En raison de ses propriétés électroniques
intéressantes et de sa capacité de passer de |I'état de conducteur a celui de semi-conducteur,
le graphéne se présente comme un excellent candidat a ce poste (cf. figure 8).

Il s’agit d’'un plan monoatomique caractérisé par sa forte conductivité thermique et
électrique avec un gap nul. Ce dernier peut étre modulé par dopage atomique ou adsorption
de molécules isolées sur sa surface. De maniere générale, le graphéne étant un systeme
électronique m, des interactions intermoléculaires impliquant des systemes m sont
privilégiées, ce qui laisse un large panel de choix pour l'interaction de systémes biologiques
tels que les protéines, les complexes enzymatiques ou encore les nanomatériaux
fonctionnalisés (Burley and Petsko, 1985; Chen et al.,, 2017; Hong et al., 2001; Lin et al.,
2017; Meyer et al., 2003; Toss et al., 2014). La figure 8 montre plusieurs aspects intéressant

du graphéne.
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Graphene: one atom thick carbon monolayer
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Figure 8 — Quelques représentations du graphéne. (a) Image de microscopie électronique a
balayage de graphite et de feuillet de graphéne. (b) Image de microscope a force atomique
(topographique) de monocouches atomiques. (c) Feuillets de graphéne a dimension. (d)
Structure du graphéne

De nombreuses études sur la fonctionnalisation non covalente du graphene ont ainsi été
menées. Par exemple, An et al. ont fonctionnalisé le graphéne par du 1-pyrenecarboxylic
acid (PCA) grace a une interaction de type m-stacking, et ont montré que des propriétés
optiques uniques, absentes du graphéne « pristine », pouvaient étre obtenues tout en
maintenant le caractére conducteur de ce dernier (An et al., 2011). Wang et al. quant a eux
proposent la fonctionnalisation non-covalente avec des molécules de peryléne possédant un
groupement carboxylate. Ce complexe a ensuite été utilisé pour le développement d’oxyde
métallique via la méthode ALD (Wang et al., 2008).

Des études menées sur le dopage par le bore ou I'azote ont montré une modification
significative des propriétés électroniques et de transport du graphéne. (Terrones et al.,
2012) D’autres études ont également mis en lumiére l'intérét de défauts présents sur le
réseau puisqu’ils peuvent augmenter I'énergie d’adsorption et facilité le transfert de charge
en renforcant les orbitales hybrides entre graphéene et adsorbat (Boukhvalov and Katsnelson,
2008; Kasry et al., 2010; Wang et al., 2009). L'auto-assemblage de dérivés du perylene
(Zhang et al.,, 2011b), de molécules biologiques (Spiwok et al., 2011), de composés
porphyrines ou phtalocyanine (Altenburg et al., 2015; Jarvinen et al.,, 2014) et autres

molécules polycycliques (Gunasinghe et al., 2012; MacLeod et al., 2015; Zeng et al., 2015)

61



Chapitre 2 : Généralités sur les biocapteurs et les surfaces intelligentes

sur des surfaces de graphéne a été réalisé et a montré la formation d’un réseau auto-
organisé. Les modifications au niveau électronique et les ouvertures de gap ont également
été discutées dans ces différentes publications. Des applications dans divers domaine tel que
celui du photovoltaique, pour du graphéne fonctionnalisé, ont été prospectés (Liu et al.,
2015). Le graphéne est également le centre d’une étude menée par Xu et al. dans laquelle ils
se sont intéressé a la construction d’un systeme de graphéne construit sur un substrat saphir
et utilisé comme canal de conduction d’un transistor a effet de champ. Cet édifice a ensuite

été testé pour la détection de I'hybridation d’un double brin d’ADN. (Xu et al., 2018)

2. Les surfaces intelligentes

Le second projet s’inscrit dans le cadre d’un probleme sanitaire trés important qui est celui
posé par les maladies nosocomiales.

Ces infections ou maladies couramment appelées « maladie de I'"hOpital » sont contractées
en milieu hospitalisé lors d’une visite dans |'établissement pour un traitement autre.
Aujourd’hui ces maladies sont extrémement fréquentes, on compte prés de 750000
infections déclarées par an en France, et peuvent causer de graves pathologies pouvant
entrainer la mort. Il s’agit d’un probléme sanitaire trés sérieux pour lequel des mesures sont
nécessaires. Pres de 26% de ces infections sont dues a des micro-organisme tel
gu’Escherichia Coli, 19% a cause de Staphylococcus Aureus et environ 8% a cause
d’organisme comme Pseudomonas Aeruginosa (Guggenbichler et al., 2011).

L'un des principaux modes de contamination réside dans la greffe d’'implants tels que les
cathéters, véritables lieux propices a la prolifération d’agents pathogenes et a la formation
de biofilms. La figure 9 illustre I'implantation d’un cathéter conduisant a la formation d’un

biofilm.
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Figure 9 — Schéma de l'implantation d'un cathéter conduisant a la formation d'un biofilm

(1)

Les revétements antibactériens se présentent aujourd’hui comme un moyen de lutte
efficace contre les biofilms. Il en existe d’ores et déja un trés grand nombre décrit dans la
littérature (Darouiche and Hull, 2004; Dickschat, 2010; Swartjes et al., 2015) notamment a
base d’argent, connu pour son effet bactéricide, mais malheureusement toxique pour le
corps humain (Dye, 2014). Une nouvelle voie de recherche autour de ces revétements
consiste en |’élaboration de surfaces dites « intelligentes », construites autour de peptides
antimicrobiens et qui auraient des propriétés thérapeutiques face a des sources courantes

de contamination telle que qu’Escherichia Coli ou Staphylococcus Aureus.

2.1. Les peptides antimicrobiens
2.1.1. Caractéristiques des peptides antimicrobiens

Les peptides antimicrobiens sont généralement constitués de 12 a 50 acides aminés et
souvent chargés positivement (de +2 a +12 en fonction du nombre d’acide aminés, chargés
eux méme positivement, présent dans le systeme comme les lysines ou les arginines).
(Brogden, 2005; Hancock and Chapple, 1999; Kichler et al., 2006; Scocchi et al., 2011; Yu et
al., 2010). La séquence de ces édifices est tres importante puisqu’une modification de cette
derniére peut drastiquement altérer |'activité des peptides. En effet la nature cationique du
peptide antimicrobien permet une excellente interaction avec des bactéries riches en
liposaccharide qui donnent une surface chargée négativement a ces édifices. (Madigan and
Martinko, 2005) Ainsi la nature des acides aminés est primordiale, tout comme les éléments
de structure secondaire et tertiaire.

Les peptides antimicrobiens sont des especes amphiphiles possédant donc une partie

hydrophobe (facilitant I'insertion dans les systemes cibles) et une partie hydrophile (Hancock
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and Chapple, 1999; Helle et al., 2007; Jin et al., 2005; Yount et al., 2006). La plupart d’entre
eux ne sont pas structurés en solution mais atteignent une configuration spécifique dans des
membranes ou bien au contact de composants hydrophobiques. Les peptides antimicrobiens
proposent une large activité curative contre des systemes tels que les virus, les champignons
ou encore les bactéries (Auvynet and Rosenstein, 2009; Hancock and Sahl, 2006; Izadpanah
and Gallo, 2005). On peut également relever certaines autres activités thérapeutiques, de la
part de ces peptides, comme un effet anticancéreux ou un effet stimulant du systéme
immunitaire (Izadpanah and Gallo, 2005).

On peut noter qu’il existe également des peptides anioniques riches en acide glutamique et
en acide aspartique conférant a ces systémes une charge négative. Celle-ci, ainsi que la
nature amphiphile, sont alors importantes pour I'activité antimicrobienne de ces dispositifs
qgue l'on retrouve majoritairement dans des systémes respiratoires. (Goumon et al., 1998;
Kieffer et al., 1998). Les propriétés électrostatiques de ces systemes, ainsi que leur polarité,
impliquent une orientation unique du peptide qui permet une bonne interaction avec les
membranes bactériques et facilite la pénétration dans ces derniéres (Dennison et al., 2006;
Lins and Brasseur, 2008).

Les premiers peptides antimicrobiens peuvent se classer selon différentes familles. Au
départ, ils étaient nommés en lien avec I'espéce dont ils sont issus (Andres and Dimarcq,
2007; Csordas and Michl, 1969, 1970; Diamond et al., 2009; Jenssen et al., 2006; Tosteson
and Tosteson, 1981). Plus tard de nouveaux noms de familles firent leur apparition, tous se
basant sur un critére définis. Actuellement, la classification fait part de la charge globale du
systeme ainsi que de sa structure (Shai, 2002). On retrouve par exemple la famille des
« Cathélicidines ». Nous allons nous intéresser ici plus particulierement a cette famille
correspondant a celle des PAM amphiphiles et cationiques. Au sein de cette famille, nous
retrouvons la cateslytine, qui est un dérivé de la chromogranine A, et ayant pour propriétés
de résister assez bien aux dégradations engendrées par les protéases. (Aslam et al., 2013)
Cette courte séquence est celle que nous avons utilisée au cours de notre étude dans le

cadre du second projet. Sa séquence est la suivante : RSMRLSFRARGYGFR

2.1.2. Mode d’action des peptides antimicrobiens
Les peptides antimicrobiens peuvent étre impliqués de différentes facons dans un processus
de défense contre une infection donnée. lls peuvent agir directement en ciblant une bactérie
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(a Gram positif ou négatif), un virus, une cellule cancéreuse ou bien encore un champignon,
mais aussi permettre I'activation de cellules immunitaires (Hancock and Sahl, 2006). On
retrouve également leur activité dans le cadre de la régénération cellulaire, régénération des
tissus ou régénération nerveuse mais également pour lutter contre certaines maladies
inflammatoires.

Ces actions sont directement gouvernées par leurs caractéristiques telles que Ia
conformation, la charge ou bien encore le caractére amphiphile et leur activité peut ainsi
varier lorsqu’un de ces parametres est modifié (Yeaman and Yount, 2003).

Par exemple, une majorité des peptides antimicrobiens cationiques ont une action directe
sur la membrane des bactéries guidée par la nature anionique de ces derniéres (Zasloff,
2002).

Les peptides antimicrobiens ont également montré leur efficacité face a des virus a ADN ou a
ARN, par exemple en interagissant avec les parties virales responsables de |'adhésion,

empéchant ainsi la propagation des pathogenes dans leur cible. (Jenssen et al., 2006)

2.2. La dihydroxyphénylalanine

Comme décrit précédemment le systeme auquel on s’intéresse est composé de 3 parties :
Une partie d’accroche, une partie clivable qui peut étre coupée spécifiguement par une
enzyme présente a la surface du staphylocoque doré, libérant ainsi la troisieme et derniere
partie de la séquence totale, a savoir le peptide antimicrobien (cateslytine).

La séquence d’accroche évoquée se compose d’'un mélange de dihydroxyphénylalanine et de
lysine.

La dihydroxyphénylalanine ou L-DOPA (C9H1;NQO4) est un des constituants majeur de la
protéine mefp-3 que I'on retrouve en abondance dans des filaments appelés fil de byssus,
caractéristique mollusque marin usuellement appelé « la moule » (cf. figure 10). Grace a
cette glande la moule synthétise des dizaines de filaments de I'ordre de quelques
centimetres de longueur, qui lui permettent de s’accrocher sur tout type de surface dans les

milieux marins.
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Figure 10 - Vue en coupe du fruit de mer : la moule

Selon la littérature la dihydroxyphénylalanine est un acteur majeur du pouvoir d’adhésion du
mollusque marin grace a l'action conjointe des protéines mefp-3 et mefp-5 (Brubaker and
Messersmith, 2012; Dalsin and Messersmith, 2005; Kaur et al., 2018; Waite and Tanzer,
1980) qui permettent ainsi une adhésion sur n’importe quel type de surface. Au travers de
ces deux protéines, dans le milieu marin, la L-DOPA est combinée a la L-Lysine qui chasse les
cations hydratés sur les surfaces rocheuses permettant ainsi une accroche optimale de la L-
DOPA. Cette derniere présente une chimie de coordination tres intéressante qui lui donne la
capacité de s’attacher a des surfaces inorganiques préférentiellement sous une forme
catéchol (forme réduite) et a des surfaces organiques préférentiellement sous une forme
quinone (forme oxydée), permettant ainsi d’étre un outil de choix pour greffer des systémes
antimicrobiens sur une large gamme de surfaces dans le but de construire des dispositifs
bactérioactifs (Peyre et al., 2012).

Comme évoqué précédemment, une part importante de bactéries retrouvées dans le cadre
des infections nosocomiales correspond a Staphylococcus Aureus, qui fait partie des souches
les plus virulentes d’infections. Le systeme a ainsi été construit avec une partie clivable qui

est coupée spécifiquement par une protéine de surface du staphylocoque doré.
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2.3. Staphylococcus Aureus
2.3.1. Caractéristiques générales
Le Staphylocoque doré (Staphylococcus Aureus) est une espece du genre Staphylococcus et
provient de la famille des Micrococcaceae. |l s’agit de I'agent le plus pathogéne de son genre
qui comprend des bactéries a gram positif, non capables de former des spores et nécessitant
de I'oxygéne pour se développer. Le Staphylocoque doré a été isolé pour la premiére fois en
1880 par I'Ecossais Alexander Ogston (Ogston, 1881) a partir de pus. Il I'observera ensuite au
microscope en 1882 (Ogston, 1882). Son appellation « dorée » provient de sa capacité a

produire des pigments dorés.

2.3.2. Protéines sécrétées par le staphylocoque doré

Un grand nombre de protéines sont sécrétées par le staphylocoque doré. Ces protéines qui
viendront amplifier et aider son infection d’un organisme. On retrouve notamment des
enzymes, des protéases, des exotoxines ou bien encore des cytotoxines. Ces différentes
espéces permettent a I'agent pathogéne de résister ou d’échapper aux traitements et de
convertir des parties de I'environnement in-vivo en nutriments nécessaires a sa survie.
(Drapeau et al., 1972; Kuroda et al., 2001; Mazmanian et al., 1999; Shaw et al., 2004)

Il sécréte un certain nombre de protéases tel que la Staphylococcus Aureus protéase V8 (ou
endoprotéinase Glu-C) qui est une protéinase a serine capable de cliver sélectivement les
liaisons peptidiques entre les C terminaux et les résidus acides glutamiques. Elle peut
également couper au niveau des acides aspartiques a une vitesse beaucoup moins

importante. (cf. figure 11)
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Figure 11 - Image de I'endoprotéinase Glu-C
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Problématiques de la these

Les biomatériaux au sens large ont donc un réle primordial dans de nombreux domaines.
Dans celui de la santé, au coeur de toutes les attentions, deux utilisations principales
retiennent ici notre attention.

Tout d’abord I’'emploi de ces biomatériaux dans des dispositifs de détections communément
appelés biocapteurs. Ces dispositifs classés selon le biorécepteur considéré ou bien le
systéme de transduction se décline en de nombreux types. Des édifices biologiques divers et
variés tel que les enzymes, les acides aminés ou encore les couples anticorps/antigénes
peuvent jouer le réle de ces récepteurs ou l'interaction spécifique est des plus importantes.
Le type de transduction est également tres différent en fonction du systéme choisis mélant a
la fois I’électronique, I'optique ou encore I'électrochimie.

Afin de quantifier un signal recu, il est souvent nécessaire d'immobiliser ces édifices
biologiques sur des surfaces, mettant en avant la question de l'interaction entre ces deux
aspects du systeme. De nombreuses études ont été menées aussi bien expérimentalement
gue grace a la chimie théorique en impliquant a la fois des méthodes quantiques et des
méthodes de mécanique moléculaire.

Dans le cadre de ces travaux, nous nous intéressons plus particulierement a un biocapteur
impliquant des transistors a effet de champs. Ces dispositifs électroniques, intégrés a des
capteurs, permettent la détection de la reconnaissance biologique par la mesure des
variations de courant.

L'autre aspect des biomatériaux mis en lumiére dans nos travaux est celui de leur utilisation
pour des revétements intelligents. Cette thématique intervient en réponse au probléme
sanitaire que posent les maladies nosocomiales en France chaque année. L'une des
principales sources de contamination constatée réside dans les implants, lieux
particulierement enclin a la prolifération d’agents pathogénes parfois tres dangereux (tel
que Staphylococcus Aureus) et a la formation de biofilms rendant trés difficile le traitement
de ces agents infectieux.

Ainsi, le revétement des implants par des systemes antimicrobiens peut s’avérer étre une
solution trés intéressante pour lutter contre ce type d’infection

Nous proposons ici d’étudier un revétement construit autour d’un peptide antimicrobien

(PAM). Ces agents biologiques existent en nombre trés important et possédent des
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caractéristiques bien distinctes permettant de cibler un trés large panel d’agents
pathogenes.

Le dispositif complet est composé, en plus de cet agent antimicrobien, d’une surface
biocompatible, d’'une partie d’accroche et d’une partie clivable qui est coupée
spécifiguement par des protéines de surface du staphylocoque doré pour libérer le PAM de
facon ciblée.

Expérimentalement, ce systeme tribloc (partie accroche, partie clivable et partie
antimicrobienne) fonctionne parfaitement bien en solution mais devient totalement
inefficace une fois greffé sur une surface.

Des problématiques se distinguent au sein de nos projets respectifs :

Comment optimiser le systeme impliquant un biocapteur au niveau du transistor a effet de
champ d’une part et au niveau de l'interaction biospécifique d’autre part.

Comprendre pourquoi le systéme composé de 3 parties devient inefficace une fois adsorbé

sur une surface alors qu’il I'était parfaitement en solution.
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1. Introduction

Le développement de matériaux et de dispositifs aux propriétés nouvelles nécessite un
contréle optimal d’'un grand nombre de parameétres et de processus comme par exemple
I'adsorption de molécules sur des surfaces. Les nanomatériaux impliquant des carbones
hybridés sp? comme le graphite, les nanotubes de carbone, les fullerénes ou le graphéne ont
attiré I'attention ces dernieres années en raison de leurs potentielles applications dans de
multiples domaines. Ici nous nous intéressons plus spécifiquement au graphene. Il s’agit d’un
plan monoatomique caractérisé par sa forte conductivité thermique et électrique avec un
gap nul. On le caractérise comme un systéme électronique m, favorisant ainsi les interactions
moléculaires avec les autres systemes m. De nombreuses études sur la fonctionnalisation
non covalente du graphene ont ainsi déja été menées. An et al. ont fonctionnalisé le
graphéene par du 1-pyrenecarboxylic acid (PCA) grace a une interaction de type m-stacking, et
ont montré que des propriétés optiques uniques, absentes du graphéne « pristine »,
pouvaient étre obtenues tout en maintenant le caractere conducteur de ce dernier (An et
al.,, 2011). Wang et al. quant a eux proposent la fonctionnalisation non-covalente avec des
molécules de peryléene possédant un groupement carboxylate. Ce complexe a ensuite été
utilisé pour le développement d’oxyde métallique via la méthode ALD (Wang et al., 2008).
Nous nous sommes intéressés a I'adsorption de molécules diatomiques pour des éléments
de la seconde ligne du tableau périodique (Li,, By, C;, Oy, N, et F;) sur une surface de
grapheéne. L’énergie d’adsorption ainsi que la nature de l'interaction ont toutes deux été
étudiées avec une approche périodique et une approche non périodique au moyen de
calculs DFT tenant compte de la correction de la dispersion. Ces travaux ont mis en avant la
diversité dans les processus d’adsorption avec par exemple des sites d’adsorption sur la
surface de graphene qui varient en fonction de la molécule étudiée (Rahali et al., 2017).

L'une des principales limites quant a l'utilisation du graphéne dans des applications autour
des nanosystemes électroniques est son gap nul autour du niveau de Fermi. Une méthode
permettant I'ouverture d’un gap consiste a doper le graphéne au moyen d’une substitution

atomique sur sa surface ol un atome de carbone est remplacé par un atome d’un autre

type.
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Le processus de substitution a largement été étudié dans la littérature (Sanyal et al., 2009;
Yan et al., 2012) et il a dore et déja été montré qu’il entrainait des dommages sur la
structure de la surface et altérait les propriétés mécaniques du matériau.

Une alternative serait I'adsorption d’atomes, de diatomiques ou de molécules sur une
surface de graphene.

Ainsi, 'adsorption de molécules, en particulier par physisorption, semble étre une excellente
méthode pour conserver l'intégrité du graphene. (Chang et al., 2012; Dong et al., 2009;
Macleod et al.,, 2015; Medina et al.,, 2011; Wang et al., 2009; Zhang et al.,, 2010).
L’adsorption non covalente de molécules organiques aromatiques sur le graphéne grace a
des interactions m-mt et m-HC apparait une méthode douce prometteuse permettant de
modifier les propriétés électroniques sans endommager la surface carbonée (Zhang et al.,
2011). Ainsi en combinant les propriétés spécifiques des molécules adsorbées a cette
adsorption douce, il devient possible de controler linteraction et les propriétés
électroniques du graphéne

A titre d’exemple, Arramel et al. (Castellanos-Gomez and van Wees, 2013) se sont intéressés
a la capacité des métalloporphyrines a ouvrir un gap dans la structure de bande du
graphéne. lls ont également montré que la taille de ce gap était dépendante du type des
porphyrines adsorbées et de leur assemblage.

Bien que de nombreux progrés ont été réalisés, il s’agit encore d’un champ de recherche ou
les manipulations et caractérisations du graphene sont toujours difficiles en raison de la
taille des systémes et des outils expérimentaux requis. Les méthodes de modélisation
moléculaire apparaissent donc comme un excellent outil dans le but d’étudier les processus
d’adsorption sur le graphéne. Au cours de travaux réalisés dans notre équipe en amont du
projet de thése, nous nous sommes intéressés a I'’étude de I'adsorption de la mélanine et du
NTCDI (ainsi que leur complexe) avec un taux de recouvrement plus ou moins important, et
la formation de réseau auto-assemblés sur ces surfaces grace a des liaisons hydrogénes
intermoléculaires. Cette étude a été réalisée en modélisation moléculaire grace a I'utilisation
de la méthode de la DFT telle qu’implémentée dans le code de calcul VASP. Les propriétés
électroniques et notamment les densités d’état (DOS) ont été calculées et comparées a la
littérature (Quesne-Turin et al., 2017; Rahali et al.,, 2017). Dans cette partie nous nous
intéressons a |'utilisation du graphéne dans le transistor a effet de champs de type EGOFET.
En effet, le graphéne pourrait étre utilisé comme couche semi-conductrice en particulier
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lorsqu’il est fonctionnalisé par un adsorbat permettant I'ouverture de gap. Sa forte
sensibilité a I'environnement extérieur est un atout pour réaliser une détection biologique.
Récemment par exemple, Chen et al. ont développé une méthode permettant la détection
de l'antigéne du virus Ebola. Leur méthode s’appuie sur les caractéristiques de semi-
conducteur du graphéne dans le but de construire un transistor dont le courant détecté
diminue lorsque la glycoprotéine du virus est en présence (Chen et al., 2017). Lin et al. quant
a eux ont développé un biocapteur avec un transistor a effet de champ utilisant des
nanorubans de graphene afin de détecter le bleu de méthyléne, un composé essentiel
notamment pour son rble en guise de marqueur biologique. Leur systeme se veut trés
sensible et une limite de détection assez basse (Lin et al., 2017).

Dans ce chapitre nous nous sommes plus particulierement intéressés a 'adsorption de
porphyrines sur le graphéene, du point de vue de la chimie théorique (méthodes quantiques
et méthodes de dynamique moléculaire), afin de maitriser ce processus et obtenir les clés
permettant de moduler avec précision le passage de matériau conducteur a matériau semi-
conducteur du graphene et ainsi d’optimiser notre systéme global. En effet, la couche semi-
conductrice est celle qui permet de contréler la densité de charges circulant entre les deux

électrodes et donc d’affiner les critéres de détection électronique du systeme biologique.

2. Détails techniques

Nous avons construit notre surface de graphéne périodiqgue au moyen du logiciel
Modelview. Pour le processus d’adsorption, le modele « slab » a été utilisé en ajoutant un
vide de 15 A le long de I'axe z. Le code de calcul « Vienna Ab-initio Simulation Package »
(VASP 5.4.1) (Sun et al.,, 2003) a été utilisé pour optimiser les structures et calculer les
énergies d’adsorption ainsi que les propriétés électroniques. La méthode de I'approximation
du gradient généralisé (GGA) a été utilisé afin de résoudre I'’équation de Kohn-Sham (Kresse
and Furthmdller, 1996). La convergence des ondes planes a, quant a elle, été obtenue avec
un cutoff de 500eV. La méthode GGA a été utilisée avec la fonctionnelle de Perdew-Burke-
Ernzerhof (PBE) (Perdew et al., 1996). L'implémentation de la zone de Brillouin dans I'espace
réciproque a été faite grace a la grille Monkhorst-pack (Kresse and Furthmiiller, 1996). La

contribution de la dispersion a été ajoutée en utilisant la méthode de calcul DFT-D,
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développée par Grimme et al. (Grimme et al., 2010, 2011; Moellmann and Grimme, 2014).
L’échantillonnage dans la zone de Brillouin a été réalisé sur une grille de k-points (3x3x1)
pour les optimisations de géomeétrie et sur une grille de k-points (9x9x1) pour les calculs des
densités d’état (DOS). La différence de densité de charge du complexe (porphyrine et
graphene) par rapport au graphéne isolé et a la porphyrine isolée, ont été calculé grace a
I’équation (1) :

Ap(r) = pp/a(r)- pa(r) -pe(r) (1)

Ou P et G font références a la porphyrine et au graphene respectivement. Les valeurs
positives (Ap(r) > 0) correspondent a une accumulation d’électrons et les valeurs négatives
(Ap(r) < 0) correspondent a une perte d’électrons dans le complexe.

La dynamique moléculaire a été réalisée au moyen du code de calcul AMBER version 12
(Case et al.; Pearlman et al., 1995). Une cellule de graphéne 120x120 A2 non chargée a été
considérée pour les calculs dans les conditions aux limites périodiques. La surface a été
« gelée » durant les dynamiques moléculaires ainsi seules les interactions dispersives sont
considérées par le champ de force d’AMBER 12.

Le systéme est contenu dans une boite tridimensionnelle avec des conditions périodiques et
la surface de graphéne a été gelée.

Afin d’avoir une vue statistique sur les mouvements a la surface du graphéne une
dynamique de 100 ns a été entreprise. L'algorithme SHAKE (Ryckaert et al., 1977) a été
utilisé, un pas de 2 fs a été choisis pour la dynamique. La simulation a été démarrée avec une
géométrie optimisée suivis d’'une chauffe de 60 ps. La visualisation et l'analyse des
structures ont été réalisées a I'aide du logiciel « visual molecular dynamic » et le logiciel

cpptraj (Roe and Cheatham Ill, 2013).

3. Présentation des systémes étudiés

Dans ce premier chapitre nous nous sommes intéressés ; grace a la chimie théorique, au
processus d’adsorption de deux métalloporphyrines sur une surface de graphéne. Ces deux
systemes sont la 5,10,15,20-Tetraphenyl-21H,23H-porphyrine Fer(lll) Chlore et la 7,12-

Diethenyle-3,8,13,17-tetramethyle-21H,23Hporphyrine-2,18 acide dipropanoique Zinc que
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nous appellerons plus simplement TPPFeCl et DPPZn respectivement. Une représentation de

ces deux molécules est donnée dans la figure 1.

Figure 1 - Représentation des systémes (a) 5,10,15,20-Tetraphenyl-21H,23H-porphyrine
Fer(lll) Chlore (TPPFeCl) et (b) 7,12-Diethenyle-3,8,13,17-tetramethyle-
21H,23Hporphyrine-2,18 acide dipropanoique Zinc (DPPZn)

Arramel et al. (Castellanos-Gomez and van Wees, 2013) ont mené des travaux
expérimentaux sur ces deux systémes et se sont intéressés a I'adsorption de ces porphyrines
sur une surface de graphene. Plus particulierement, ils ont étudié I'effet du stacking m- 1, des
porphyrines sur la surface carbonée, sur les propriétés électroniques du graphéne. Grace a
des mesures STM, ils ont ainsi pu mettre en évidence la formation de petites chaines
moléculaires sur la surface de graphéne, témoin du dépot réussi des différentes porphyrines.
« Les chaines » de DPPZn sur la surface de graphéne s’averent étre de plus petite taille que
celles de TPPFeCl. Cette différence a été attribuée a la force d’interaction qui n’est pas la
méme dans les deux cas : alors que TPPFeCl interagit fortement avec le graphéne, résultant
en une physisorption de molécules individuelles et localisées, les porphyrines de zinc
interagissent plus faiblement avec la surface et auront ainsi tendance a réaliser des
interactions intermoléculaire entre-elles favorisées par les groupes donneurs accepteurs
(COH ...0=C) et former des agrégats. De plus I'absence de phényles sur DPPZn prive la
molécule d’une certaine rigidité observable sur la porphyrine de Fer. lls ont également
quantifié les propriétés électroniques de la surface de graphéne apres le dép6t grace a des
mesures de spectroscopie a effet tunnel (STS) (Castellanos-Gomez et al., 2012; Wojtaszek et

al., 2011). Les courbes de densités de courant en fonction de la tension réalisées ont montré
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que plusieurs cas présentaient une conductance a zéro, indiquant I'ouverture d’un gap sur le
graphene apres le dépo6t des deux porphyrines. Des analyses plus fines ont ensuite permis
d’évaluer un gap ouvert de I'ordre de 0,45 eV pour I'adsorption de la porphyrine de fer et de

I'ordre de 0,23 eV pour I'adsorption de la porphyrine de zinc.

4. Etudes théorique de systemes construits expérimentalement

4.1. Exploration de la surface d’énergie potentielle

Dans un premier temps nous avons exploré la surface d’énergie potentielle des systemes
afin d’obtenir la géométrie la plus stable ainsi que les parameétres clés, tels que les
parameétres électroniques et stériques, guidant le processus d’adsorption. Les premiers
calculs ont été réalisés en utilisant les fonctionnelles PBE, PBE-D2 et PBE-D3 respectivement.
Les deux dernieres fonctionnelles employées prennent en compte la dispersion (Kresse and
Hafner, 1993) et sont ainsi attendues pour avoir des effets importants quant au processus
d’adsorption de systémes larges conjugués sur des surfaces (Chilukuri et al., 2014;
Teyssandier et al., 2013).

Pour ce faire, les complexes TPPFeCl-graphéne et DPPZn-graphéne ont été construits et
nommés GTPPFeCl et GDPPZn respectivement. Pour chacune des porphyrines, le centre
métallique a été placé sur trois sites d’adsorption différents définis comme les plus stables
pour des adsorptions de systémes sur graphéne : Les sites hollow, bridge et top dont une

représentation est donné dans la figure 2.

Figure 2 - Représentation des sites d'adsorptions remarquables (top, hollow, bridge) sur le
graphéne
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Les géométries des complexes ont ensuite été optimisées et les énergies d’adsorptions

déterminées grace a I'équation (2) :

AEags= Epg - Eg- EP(Z)

Ou Epg est I'énergie électronique totale du complexe, Eg et Ep, respectivement sont les
énergies électroniques totales du graphéne isolé et de la porphyrine isolée. Les différents
résultats obtenus avec et sans les corrections de dispersion aux niveaux PBE-D2 et PBE-D3

sont donnés dans le Tableau 1.

AEads pure PBE AEads PBE-D2
System | Adsorption site (kcal/mol) (kcal/mol)

Bridge -3,36 -35,71

GTPPFeCl Hollow -1,37 -25,80
Top -3,40 -36,10

Bridge -1,15 -55,48

GDPPZn Hollow -3,03 -55,41
Top -1,37 -52,70

Tableau 1 Energie d'adsorption pour GTPPFeCl et GDPPZn au niveau PBE et PBE-D2 en
kcal/mol

Pour le systeme GTPPFeCl, avec la fonctionnelle PBE pure, les sites d’adsorption top et
bridge donnent les valeurs d’énergie les plus stables respectivement de -3,40 kcal/mol et -
3,36 kcal/mol. Le site hollow lui présente I'énergie d’adsorption la moins stable avec une
différence relative de l'ordre de 2,02 kcal/mol par rapport a la position bridge. Une

représentation pour les cas des sites d’adsorption top et bridge est donnée sur la figure 3.
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Figure 3 - Sites d'adsorption les plus stables, obtenus au niveau PBE, pour les systémes
GTPPFeCl (a gauche) et GDPPZn (a droite)

Pour DPPZn, au niveau PBE, le site d’adsorption le plus stable obtenu est le site hollow avec
une énergie d’adsorption égale a -3,03 kcal/mol. En comparaison a celui-ci, les sites bridge et
top présentent des énergies d’adsorption moins stables respectivement de 1,66 et 1,88
kcal/mol.

La comparaison entre les calculs aux niveaux PBE et PBE-D2 met en lumiére I'effet des forces
de dispersion sur la stabilité des complexes. En ajoutant cette contribution au niveau D2
(ordre 2), I'adsorption est beaucoup plus exothermique et les énergies d’adsorption
obtenues sont comprises entre -25,80 et -55,48 kcal/mol en fonction du centre métallique et
du site considéré. Ces résultats montrent ainsi clairement que le processus d’adsorption est
contrélé par les forces dispersives.

Le complexe GDPPZn présente |'énergie d’adsorption minimum avec une valeur de -55,48
kcal/mol pour le site bridge. Le site hollow met en jeu une stabilité relativement similaire
alors que le site top est moins stable de 2,70 kcal/mol.

Dans le cas de GTPPFeCl, le minimum d’adsorption est obtenu pour le site top avec une
énergie de -36,10 kcal/mol. Les configurations bridge et hollow sont quant a elles moins

stable avec respectivement des énergies d’adsorption de -35,71 et -25,80 kcal/mol.
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I a été montré dans la littérature que PBE-D2 pouvait parfois surestimer les énergies
d’adsorption. (Grimme et al., 2010) Ainsi une correction a I'ordre 3 semble nécessaire pour
mieux décrire et valider ces contributions dispersives.

Nous avons ainsi employé la méthode DFT-D3 et obtenu des résultats globalement plus bas

en énergie que ceux obtenus avec une correction a I'ordre 2. Ces résultats sont donnés dans

le tableau 2.
Minimum Vertical Vertical Spacing
. AEads PBE_D3 . o o
Adsorption Spacing (PBE-D3) (A) (PBE-D3) (A)
System it (kcal/mol)

site (CH...G) (M...G)
Bridge -34,8 2,45 4,62
GTPPFeCl Hollow -26,0 2,56 5,20
Top -36,8 2,30 4,60
Bridge -54,8 2,58 3,30
GDPPZn Hollow -52,1 2,60 3,32
Top -50,1 2,61 3,20

Tableau 2 - Tableau récapitulant les énergies obtenues au niveau PBE-D3 pour les
systemes GTPPFeCl et GDPPZn en fonction des différents sites d'adsorption

Néanmoins, les différences d’énergies d’adsorption ne difféerent que de l'ordre de 2 a 3
kcal/mol maximum pour GTPPFeCl et GDPPZn respectivement. L'ordre de stabilité relative
pour les différents sites d’adsorption n’est en revanche pas modifié.

Au niveau PBE-D3 également, le processus est globalement plus exothermique avec une
contribution dispersive de I'ordre de 26,0 kcal/mol au minimum. Ceci indique donc que le
processus est essentiellement guidé par les forces de dispersion.

D’un point de vue géométrique, nous avons constaté que I'adsorption de GTPPFeCl sur le
graphéne induisait une rotation des cycles phényles amenant a une adsorption de type T-
shape entre les C-H de ces groupements benzéne et la surface (interaction de type CH-w).
Cette orientation particuliére est induite par les répulsions stériques entre les hydrogenes B
des groupements pyrroles et les hydrogenes des groupements phényles. Une distance
minimale de 2,30 A entre les groupements CH et la surface de graphéne est mesurée. La

distance entre I'atome métallique centrale de la porphyrine et la surface, pour GTPPFeCl, est
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quant a elle évaluée a 4,60 A dans la géométrie optimisée. La figure 4 représente ce systéeme

sur le site le plus stable (top).

Figure 4 - Systeme GTPPFeCl obtenu au niveau de calcul DFT-D3 sur le site top

Les groupements phényles du systéme GDPPZn étant substitués par des atomes moins
encombrants, I'atome métallique central et I'anneau porphyrynique sont davantage proches
de la surface avec une distance mesurée de 3,30 A. Des distances similaires sont obtenues
pour d’autres molécules planes conjuguées dans la littérature. (Altenburg et al., 2015;
Gunasinghe et al., 2012; Jarvinen et al., 2014; MaclLeod et al., 2015; Zeng et al., 2015)

Une représentation de GDPPZn sur le site bridge (le plus stable) est donnée dans la figure 5.
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Figure 5 - Systeme GDPPZn obtenu au niveau de calcul DFT-D3 sur le site bridge

4.2. Dynamique moléculaire : adsorption a température ambiante
L’adsorption des deux porphyrines sur la surface de graphéne, a été étudiée par le moyen de
simulations de dynamique moléculaire a température ambiante. Au cours de ces
simulations, la surface de graphene a été gelée.
Le premier résultat important est que les porphyrines restent adsorbées sur la surface de
graphéne tout au long de la simulation, confirmant l'aspect favorable du processus
d’adsorption méme a température ambiante. Ce résultat démontre aussi que le processus
est principalement conduit par les forces de van der Waals qui constituent le potentiel
utilisé.
Nous avons calculé les énergies d’adsorption a partir des trajectoires de dynamique
moléculaire et trouvé des valeurs de -41,6 kcal/mol et -60,7 kcal/mol respectivement pour
GTPPFeCl et GDPPZn. Ces valeurs sont proches de celles trouvées au niveau DFT.
Afin de décrire la flexibilité de GTPPFeCl et GDPPZn, nous avons déterminé les valeurs du
« B-facteur atomique ». B-facteur est une mesure par rayon X de la flexibilité et peut
également étre déterminé a partir du carré des fluctuations atomiques enregistrées durant
les N frames de la dynamique moléculaire. L’équation de la mesure du B-facteur est la

suivante :

B(i) = 83L2 X %{ZZ::l[xi(t) — %% + i (©) = 7% + [z:() — Z]°3 (3)
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OU m; représente la masse atomique de I'atome considéré. Le B-facteur est un outil utile
permettant de visualiser quelle partie de la molécule considérée est plus flexible qu’une
autre. La figure 6 illustre ces mesures ou I'amplitude des mouvements est décrite grace a un
code couleur: bleu correspond a de petites fluctuations alors que la couleur rouge

correspond a des fluctuations de plus grandes ampleurs.

0.20 1.85

Figure 6 - Amplitude des mouvements de chaque atome dans les systemes GTPPFeCl (a
gauche) et GDPPZn (a droite). L'amplitude est donnée grace a un code couleur dans lequel
bleu indique le mouvement le plus faible et rouge indique le mouvement le plus important

On remarque immédiatement que I'atome central de la porphyrine (métal et cycles pyrroles)
présente une rigidité importante durant la simulation. Ceci indique également qu’il n’y a pas
de réelle variation de distance entre la porphyrine et la surface de graphéene durant la
simulation ce qui est en accord avec la forte interaction entre les deux.

Dans le cas du composé GDPPZn, les groupements méthyle, éthyle, acide propanoique et
surtout I'atome métallique fluctuent plus fortement que le squelette de la porphyrine. Par
conséquent, les variations d’énergies sont guidées par les mouvements de ces groupes alors
que la partie centrale de la porphyrine demeure rigide. La partie porphyrine semble étre
relativement symétrique si on en croit le B-facteur. En effet, les CH; aménent des
fluctuations relativement similaires tout au long de la trajectoire, de méme que pour les

groupements éthyles ainsi que pour |'acide propanoique. Ces résultats montrent ainsi
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gu’une exploration conformationnelle rigoureuse a été menée sur la dynamique moléculaire
puisque le B-facteur est, par définition, une valeur moyenne. Egalement, I'atome de zinc
semble étre la partie la plus fluctuante du systeme.

Dans le cas de la porphyrine de fer, la partie la plus fluctuante correspond a une partie des
benzénes ainsi qu’a I'atome de chlore. Les groupements méthyles ont également une grande
liberté de mouvement similairement a la porphyrine de zinc. Cependant, 'atome métallique
est plus statique dans ce systeme que dans le systeme de zinc ce qui s’explique par le fait
que I'atome de fer est bloqué entre les atomes d’azote et I'atome de chlore, résultant en
une liberté de mouvement réduite. De plus, le mouvement de I'atome de chlore est
probablement contraint par son interaction avec le fer.

Le déplacement global de la porphyrine au-dessus de la surface de graphéne a été étudié en
se focalisant sur les mouvements des atomes métalliques pour les deux porphyrines. Dans
les deux cas, 'atome de zinc comme I'atome de fer se déplace au-dessus de la surface
carbonée et atteignent les trois sites d’adsorption évoqués précédemment (top, hollow et
bridge). D’un point de vue énergétique, la différence entre les 3 sites d’adsorption est
relativement faible comme introduit lors de I’étude au niveau quantique. Ainsi, ce n’est pas
surprenant que, a 300 K, les énergies cinétiques englobées dans la dynamique moléculaire
soient suffisante pour atteindre des différents sites. Des images pour les sites d’adsorption

les plus stables pour chacune des porphyrines sont données dans la figure 7.
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Figure 7 - Systemes GTPPFeCl (a gauche) et GDPPZn (a droite) sur leur site d'adsorption le
plus stable obtenu en dynamique moléculaire

4.3. Propriétés électroniques : comparaison a I'expérience
Le graphene isolé montre un caractere semi-métallique avec une dispersion linéaire des
bandes de valence et de conductions au niveau de Fermi. Il a été montré qu’un gap pouvait
étre ouvert simplement par une adsorption de molécules (Chang et al., 2012) ou bien par un
dopage moléculaire (Sanyal et al., 2009; Yan et al., 2012). La compréhension des parametres
clés qui controlent la taille du gap pourraient guider le design de nouveaux systemes
moléculaires plus habiles pour modifier les gaps. L’hypothése principale mise en ceuvre ici
est que l'adsorption de molécules sur le graphéne vient modifier I'énergie des niveaux
électroniques entrainant une modification de gap, ou une ouverture de celui-ci, autour du
niveau de Fermi. La densité d’état du graphene isolé est présentée sur la figure 8a. Autour
du niveau de Fermi, la plus haute contribution est amenée par les orbitales p formant une
bande formée d’orbitales t dans la bande de valence et de ©* dans la bande de conduction.
Les densités d’états et leur projection sur les orbitales atomiques (PDOS) pour les
conformations les plus stables de GTPPFeCl et GDPPZn sont données respectivement sur les

figures 8b et 8c.
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Figure 8 - Densité d'état (DOS) du graphéne pristine (a), de GTPPFeCl (b) et de GDPPZn (c).
Sur chaque figure le niveau de Fermi a été centré sur 0 et est indiqué par une ligne bleue
verticale. Les projections des DOS pour les orbitales d métalliques, les orbitales p du
carbone et les orbitales p de I’azote pour la porphyrine sont également données en rouge,
vert et bleu respectivement (la contribution de chaque orbitale atomique est élargie pour
plus de clarté). Les petites boites au-dessus des deux projections de DOS montrent un
zoom autour du niveau de Fermi.

Dans le cas de la molécule GTPPFeCl, I'ouverture de gap estimée est de I'ordre de 0,37 eV,
une valeur en accord avec la publication d’Arramel et al. (Castellanos-Gomez et al., 2012) qui
obtient une valeur avoisinant les 0,45 eV expérimentalement. L’interaction entre les
orbitales d du métal et/ou les orbitales p du squelette de la porphyrine, et les orbitales p de
la surface de graphéne a été analysée. Dans le spectre ainsi obtenu pour la DOS, on observe
une forte contribution des orbitales d du métal autour du niveau de Fermi, qui s’ajoute a
I'interaction électrostatique entre I'ion métallique et la surface de graphéne. Les deux effets
combinés expliqueraient I'ouverture du gap.

Dans le cas de la porphyrine GDPPZn, la valeur estimée de I'ouverture de gap s’éléeve a 0,18
eV ce qui est en accord avec la valeur de 0,23 eV trouvée expérimentalement par Arramel

(Castellanos-Gomez et al., 2012). Cette fois, contrairement a la porphyrine de fer, les
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orbitales d du métal se trouvent loin du niveau de Fermi et possedent une densité bien
moins importante.

Les valeurs de gap obtenues sont plus importantes que celles trouvées pour I'adsorption
d’autres composés aromatiques : avec des calculs DFT sous I'approximation de la densité
locale, I'ouverture de gap sur le graphéene retenue pour des systémes triazine et borazine
adsorbés sur sa surface sont de I'ordre de 0,063 et 0,045 eV respectivement (Chang et al.,
2012). En combinant des calculs expérimentaux et théoriques en DFT (au niveau PBE),
Terrones et ses co-auteurs obtiennent une ouverture de gap en dopant les défauts du
graphene par silicone, bore et azote (Diamond et al., 2009). Une petite valeur de gap de
0,024 eV pour une molécule mélanine adsorbée sur du graphéne pristine (6x6), alors qu’une
valeur de 0,090 eV a été observée pour un graphéne avec des défauts (Medina et al., 2011).
Par conséquent, nos résultats montrent que l'adsorption de porphyrine conduit a une
méthode viable pour ouvrir un gap significatif sur le graphene.

L’ensemble de ces résultats montre ainsi le développement d’une méthode permettant de
conduire a I'étude des propriétés énergétiques et électroniques de systémes moléculaires

modeles avec une bonne reproduction des résultats expérimentaux.

5. Design de métalloporphyrines

5.1. Effet du centre métallique
Pour mieux analyser les résultats précédents et tenter de découpler I'effet de I'atome
métallique du reste de la porphyrine, nous avons changé I'atome métallique au centre de la
porphyrine d’une part et d’autre part nous avons regardé I'adsorption de la porphyrine sans
métal sur la méme surface. Nous avons ainsi étudié des systémes comportant un atome de
fer (TPPFe), un atome de manganése (TPPMn), un atome de titane (TPPTi) ou bien un atome
de zinc (TPPZn). Ces différents atomes métalliques appartiennent tous a la méme période de
la classification périodique des éléments, avec une croissance progressive de leur
électronégativité en partant du titane pour arriver jusqu’au zinc. En effet, leur configuration
électronique correspond au remplissage progressif de 'orbitale 3d (Ti : [Ar] 4s® 3d*; Mn :

[Ar] 4s® 3d° ; Fe : [Ar] 4s> 3d® and Zn : [Ar] 4s® 3d"°).
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Les énergies d’adsorptions calculées au niveau PBE-D3, ainsi que la distance verticale entre
I’'atome métallique et la surface de graphene, pour chacun de ces systemes sont données

dans le tableau 3.

Déformation | Charge Qy | Q. somme des
‘ AE,..(PBE-D3) Qistance du graphérle de’I'atf)me charges des

Systeme (kcal/mol) verticale (POBE— (PBE-D3) (A) | métallique atgmes C

D3) AZ (A) voisins au
métal
GTPPTi -57,5 2,59 0,62 +1,71 -0,27
GTPPMn -36,1 4,41 0,27 +1,27 -0,17
GTPPFe -35,4 4,45 0,26 +1,05 -0,16
GTPPZn -46,6 3,37 0,21 +1,19 -0,15

Tableau 3 - Tableau récapitulant les énergies obtenues pour les systémes GTPPTi,
GTPPMn, GTPPFe et GTPPZn (en kcal/mol) pour les sites d'adsorption les plus stables de
chacun. Le tableau indique également la distance verticale (vertical spacing) entre le métal
et la surface de graphéne

Les énergies d’adsorption minimales enregistrées pour chacun des systémes sont de -57,5 ; -
36,1; -35,4et -46,6 kcal/mol pour les systemes Ti, Mn, Fe et Zn respectivement. Ces
énergies correspondent a la position du métal sur le site d’adsorption le plus favorable
obtenu pour chacune des porphyrines, soit le site hollow pour la porphyrine de fer, le site
top pour la porphyrine de titane et le site bridge pour les cas du manganése et du zinc. Une

représentation pour chacun de ces systémes est donnée dans la figure 9.
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Figure 9 - Représentation des complexes GTPPFe (a) GTPPMn (b) GTPPTi (c) et GTPPZn (d)

Les valeurs d’énergies obtenues sont dans des ordres de grandeurs similaires a celles
décrites dans la littérature pour des systemes chimiquement proches. Par exemple, Gordeev
et al. (Gordeev et al., 2013) ont obtenu une énergie d’adsorption de I'ordre -35,3 kcal/mol,
calculés en DFT-D2, pour des systemes coronéne (proche d’une porphyrine). Une valeur qui
est également en accord avec celle qui leur a servi de référence expérimentale, a savoir -32
kcal/mol. MacLeod et al. (MacLeod et al., 2015) ont étudié I'adsorption du TMA sur une
surface de graphéne et estimé une énergie autour de -41 kcal/mol. Enfin, Gunasinghe et al.
(Gunasinghe et al., 2012) se sont intéressés a I'adsorption de phtalocyanines assemblées
(NiPc) et ont calculé une énergie d’adsorption autour de -270 kcal/mol.

L'adsorption d’atomes métalliques isolés sur du graphéne a également été
considérablement étudiée dans la littérature. Le plus souvent, le site hollow est identifié
comme étant le plus favorable a I'adsorption mais son énergie varie drastiquement en
fonction du métal considéré. L’étude la plus exhaustive a été proposée par Nakada et son
équipe (Nakada and Ishii, 2011) avec l'investigation de I'adsorption de 83 atomes de la

classification dont les métaux de transition. Pour ces derniers, ils ont montré que I'énergie
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d’adsorption la plus basse est obtenue lorsque les orbitales d sont a moitié occupées. De
plus les atomes métalliques s’adsorbent préférentiellement sur un site hollow. Les énergies
d’adsorptions sur une cellule 3x3x1 de graphene sont de |'ordre de -75,41 ; -88,09 ; -88,32 et
-3,00 kcal/mol pour Ti, Mn, Fe et Zn respectivement. Ces résultats sont probablement
surestimés a cause de I'approximation de la densité locale utilisée qui n’est pas la plus
appropriée pour l'adsorption d’énergie et également parce que la taille de la cellule
considérée n’est pas suffisante pour totalement éliminer les interactions interatomique avec
les images périodiques. Ces résultats contrastent avec I'étude réalisée par Manadé et al.
(Manadé et al., 2015) sur une cellule 4x4x1 de graphéne dans laquelle I'énergie d’adsorption
la plus haute est obtenue lorsque les orbitales d sont totalement remplis et la plus basse est
obtenue pour le cas du titane. Les valeurs calculées au niveau PBE-D2 sont de -50,04 ; -9,22 ;
-23,98 et -4,84 kcal/mol pour Ti, Mn, Fe et Zn respectivement.

L'énergie d’adsorption des métalloporphyrines, est plus négative que celle des atomes
métalliques isolée car les valeurs résultent des interactions avec la surface, a la fois de
I'atome métallique et a la fois du squelette organique de la porphyrine. Ce résultat est lié au
rayon de I'atome métallique, qui décroit avec le numéro atomique. Son interaction avec la
surface influe sur la distance verticale entre la surface et la porphyrine et contribue aussi a
I’énergie d’adsorption totale.

L'adsorption du squelette de la porphyrine (sans atome métallique) a été étudiée sur une
surface graphéne identique. L'énergie d’adsorption calculée s’éléve a -43,1 kcal/mol. Cette
énergie se décompose en une contribution dispersive PBE-D3 (-42,8 kcal/mol) et une
contribution pure PBE (-0,3 kcal/mol). La distance verticale minimale relevée est égale a 2,24

A. (cf. figure 10)
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Figure 10 - Géométrie optimisée de la porphyrine sans atome métallique adsorbée sur du
graphéne. Les atomes de carbone de la porphyrine sont en cyan, les atomes de carbone de
la porphyrine sont en gris, les azotes en bleu et les hydrogénes en jaune.

L'effet des substituants phényles sur 'adsorption est évalué en comparant les énergies
d’adsorption calculées pour GTPPFeCl et GPFeCl, un complexe similaire ou les groupements
phényles sont remplacés par des atomes d’hydrogene. GPFeCl montre une énergie
d’adsorption de -24,21 kcal/mol. Par conséquent, les groupements phényles renforcent
I’adsorption en établissant des interactions de type CH-Tt a une distance moyenne de 2,30 A.
Le gain en stabilité est de I'ordre de 11,2 kcal/mol. Ces résultats sont en accord avec une
étude expérimentale (Pham et al.,, 2014) qui démontre l'importance des substituants
phényles sur les interactions entre porphyrine et graphene.

A partir de cette analyse sur les effets des atomes métalliques, nous pouvons conclure que
I'adsorption des porphyrines métalliques dépend a la fois configuration électronique de
I'atome métallique, du rayon atomique de celui-ci et de la structure de la porphyrine.

L'interaction la plus forte est obtenue pour le systeme comportant un atome de titane avec
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une forte affinité de I'atome métallique pour la surface et une distance verticale entre les
deux d’environ 2,59 A, une valeur proche de de la somme des rayons covalent de Ti et C
(environ 2,33 A).

La tendance opposée est, quant a elle, observée pour le cas de la porphyrine de zinc ou
I'adsorption est hautement dépendante des interactions de van der Waals entre le squelette
organique de la porphyrine et la surface de graphéne. La distance entre I'atome de zinc et
I'atome de carbone le plus proche est d’environ 3,37 A ce qui est plus important que la
somme des rayons de van der Waals de Zn et C (3,09 A). Le compromis entre le rayon du zinc
et la structure de la porphyrine héte donne une distance d’adsorption permettant
d’optimiser la partie dispersive de l'interaction de la porphyrine avec la surface. Les
systemes contenant Fe et Mn montrent une situation intermédiaire ou la distance verticale
entre I"atome métallique et la surface sont de I'ordre de 4,45 A et 4,41 A, respectivement. A
cette distance, l'interaction métal-graphéne et porphyrine-graphéne sont toutes deux sous-

estimées.

5.2. Propriétés électroniques
Les analyses énergétiques menées précédemment sont corroborées par une étude des

transferts de charges avant et apres I'adsorption (Figure 11).

Figure 11 - Différence de densité de charges entre le complexe porphyrine-graphéne et ses
composants isolés. GTPPTi (a et b), GTPPMn (c et d), GTPPZn (e et f). I'accumultion de
charges et la déplétion de celles ci sont représentées en rouge et bleu respectivement. Les
atomes de carbones sont de couleur cyan, les hydrogénes sont données en jaune, les
atomes d’azote en bleu, les atomes d’oxygéne en rouge, I’atome de zinc en gris et enfin
I’'atome de titane est représenté en violet.
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Dans le cas de GTPPTi, une perte de densité de charges est constatée a la fois sur I'atome
métallique centrale ainsi que les carbones du graphene (cf. figure 11a et 11b). Cette densité
est relocalisée le long de la « liaison » Ti-C. Le calcul des charges de Bader, décrit dans le
chapitre 1, montre une charge de +1,71e sur 'atome Ti et une charge -0,27e sur I'ensemble
des deux atomes de C de la surface en dessous de Ti. Cette répartition de charge montre le
caractere ionique significatif de la liaison Ti-C. L’analyse combinée des différences de densité
de charge et des charges de Bader met en évidence I'établissement d’une liaison iono-
covalente entre Ti et le graphéene, ce qui est en accord avec les énergies qui montrent
I’énergie d’adsorption la plus importante.

Au contraire pour GTPPZn, nous observons une localisation des charges négatives sur le
graphene en dessous des groupements CH qui guident I'interaction avec la surface (cf. figure
11e et 11f). Dans les cas de GTPPMn (et GTPPFe), une petite redistribution des densités de
charges est observée (Figures 11c et 11d).

Cette étude au niveau électronique est complétée par I'observation des spectres de densité
d’état (density of state ou DOS) qui sont présentés dans la figure 12. En comparant le
graphene pristine (figure 8a) aux complexes (figure 12), nous constatons dans ces derniers
un déplacement des niveaux d’énergie autour du niveau de Fermi, di a I'adsorption des

porphyrines sur la surface de graphene.
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Figure 12 - DOS de GTPPTi (a) et GTPPZn (b). Dans chacune des figures, le niveau de Fermi
a été centré sur 0 et est indiqué par une ligne verticale bleue. Les projections des densités
d’état des orbitales d des deux métaux et des orbitales p du carbone et de I'azote sont
données en rouge, bleu et vert respectivement (la contribution de chaque orbitale
atomique a été grossie pour offrir un peu plus de clarté a la figure).

103



Chapitre 3 : Etude autour de I’adsorption de porphyrines sur du graphéne

Afin de décrire correctement les changements observés sur les spectres apres I'adsorption
des porphyrines sur le graphéne, la DOS totale est projetée sur différentes orbitales
atomiques (PDOS). Ainsi, pour les porphyrines de titane et de zinc, la contribution des
orbitales 2p de I'azote (N), 2p du carbone (C) et 3d du métal sont données dans la figure 12.
Dans le cas de la porphyrine de titane, les orbitales d sont relativement proches du niveau
de Fermi tandis que celle-ci est beaucoup plus éloignée du niveau de Fermi dans le cas du
complexe avec la porphyrine de zinc. Ce résultat au niveau des densités d’état coincide avec
les observations réalisées précédemment au niveau des densités de charges : dans le cas du
titane la modification au niveau électronique est liée a I'atome métallique alors que dans le
cas de la porphyrine de zinc, cette modification est liée au squelette de la porphyrine.

La localisation des orbitales 3d par rapport au niveau de Fermi donne ainsi des informations
quant a la nature du dopage orchestré sur le graphéne. Pour GTPPTi, les orbitales d
positionnées légérement au-dessus du niveau de fermi induisent un dopage de type p
(transfert du graphene vers le titane) en accord avec la basse occupation des orbitales 3d de
Ti. A l'inverse, pour GTPPZn, les orbitales 3d métalliques montrent la densité la plus faible et
sont positionnées tres largement en dessous du niveau de Fermi, indiquant ainsi une
interaction plus faible entre les deux parties du complexe et donc entre les orbitales
frontieres de ces deux parties. Enfin, un dopage de type n est observé dans le cas de GTPPFe
et GTPPMn pour lesquels les orbitales 3d sont localisées légerement en-dessous du niveau
de Fermi.

L’'ensemble de ces résultats est en accord avec la littérature (Khomyakov et al., 2009) ou I'on
peut observer que le graphéne interagit avec (Co, Ni, Pd et Ti) par chimisorption en mettant
en jeu une hybridation entre les orbitales P, du graphéne et les orbitales d des métaux,

ouvrant ainsi un gap sur la surface carbonée.

6. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons étudié l'adsorption de deux métalloporphyrines sur du
graphene et exploré les sites d’adsorption afin d’identifier les structures les plus stables.
Comme le processus d’adsorption est largement dirigé par les interactions de van der Waals,

nous avons étudié la stabilité et la migration des porphyrines sur le graphene grace a la
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dynamique moléculaire. A partir du complexe le plus stable, nous avons calculé I'ouverture
de gap et obtenu des valeurs tres proches de résultats expérimentaux. De plus, nos calculs
ont montré que l'adsorption d’'une molécule de type porphyrine sur du graphene était
intéressante pour ouvrir des gaps électronique sur ce type de matériaux.

Enfin, nous nous sommes intéressés a |'impact de I'atome métallique central et aux
substituants phényles sur les propriétés d’adsorption et les propriétés électroniques. Nous
avons montré que l'adsorption est tres largement controlée par la taille des rayons
atomiques, l'occupation des orbitales 3d du métal et la structure du squelette
porphyrinique.

L’adsorption la plus stable est obtenue pour GTPPTi grace a la forte interaction entre I'atome
métallique et le graphene. Au contraire, GTPPZn montre qu’avec un rayon atomique du
métal plus petit, I'interaction de van der Waals entre la surface de carbone et la porphyrine
est activement conduite par les substituants phényles. L’analyse des DOS et PDOS montrent
que les orbitales 3d du métal sont localisées prés du niveau de Fermi pour le titane et sont
en revanche de plus en plus éloignées de celui-ci pour les cas des porphyrines de Fe, Mn et
Zn.

Ce travail a donné lieu a une publication, qui vient tout juste d’étre acceptée pour

publication, par le journal Chemical Physics Letters.
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1. Introduction

Le développement de biocapteurs implique la fabrication de systemes composés de
plusieurs blocs et notamment d’une partie permettant la reconnaissance spécifique.

Pour cela, plusieurs types d’édifices biologiques peuvent étre impliqués comme des
enzymes, des brins d’ADN ou bien encore des couples anticorps-antigéne. (Mehrotra, 2016)
Dans cette derniere catégorie, en généralisant le procédé par un couple ligand-cible
spécifique, il est possible de fabriquer des systemes permettant la détection de petites
molécules reconnues comme agent polluant par exemple.

Nous proposons ici de nous intéresser a un biocapteur impliquant |'acide 2,4-
dichlorophénoxyacétique aussi connu sous le nom 2.4-D. Il s’agit d’'un composé organique de
formule brute CgHgCl,03 marqué comme acide fort et entrant comme composé actif
d’herbicides. (HENRIET, 1950; Khomutov et al., 1994; Takacs et al., 2002) Il possede la
particularité d’étre actif contre les mauvaises herbes mais inactif contre les graminées. Son
utilisation est trés largement exploitée. Il s’agit également d’'un composé de I’Agent Orange
abondamment employé durant la guerre du Vietnam. (Suwalsky et al., 1996) C’est pourquoi
on le retrouve aujourd’hui comme agent contaminant les sols, I'eau, 'air ou encore les
pluies. Le 2.4-D est reconnu pour étre un perturbateur endocrinien (Takacs et al., 2002)
causant ainsi des trouble de I'équilibre hormonale chez de nombreuses espéces. Sa
détection est extrémement importante dans un registre sanitaire afin de pouvoir limiter son
impact sur I'homme mais également sur les especes animales. (Dequaire et al., 1999;
Dzantiev et al., 1996; Feng et al.,, 2017; Kalab and Skladal, 1995; Shi et al.,, 2011) Une

représentation du 2.4-D est donnée dans la figure 1.

o M,

Cl Cl

Figure 1 - Formule du 2.4-D

Deux principales approches ont jusqu’ici été développées pour la détection d’especes de

faible poids moléculaire comme le 2.4-D, en utilisant des polymeéres ou bien des anticorps
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spécifiques. Un exemple de dispositif de détection a été publié en 1995 par Skladal et Kalab
(Kalab and Skladal, 1995). lls décrivent un systéme basé sur une détection par voie
électrochimique dans un mode compétitif avec un capteur fabriqué a partir d’'une
membrane de cellulose sur laquelle un anticorps au 2.4-D a été adsorbé. L’activité de I'acide
2,4-dichlorophénoxyacétique combiné a un marqueur a ensuite été étudiée avec une limite
de détection trés faible (0,1 pg.L™). Des améliorations a ce dispositif ont ensuite été publiées
dans les années qui suivent ( Dzantiev et al., 1996; Dequaire et al., 1999).

Une autre approche pour la détection consiste a utiliser des polymeéres moléculaires
imprimés (MIP) dans lesquels la cible est détectée par voie électrochimique également
(Kroger et al., 1999; Shi et al., 2011; Xie et al., 2010). Ces systémes impliquent
malheureusement de travailler a haut potentiel ce qui représente une limite conséquente
avec la possibilité d’opérer des réactions de réduction dans le milieu et de perdre en
sélectivité. Une large partie des travaux récents se basent sur des transductions optiques
afin de garder une bonne sélectivité (Feng et al., 2017; Jia et al., 2017; Wagner et al., 2018;
Wang et al., 2016).

Tres peu de travaux dans ce registre sont menés avec des dispositifs impliquant des
transistors a effet de champs. L'un d’entre eux a été proposé par Khomutov (Khomutov et
al., 1994), en 1994 avec l'utilisation d’un transistor sensible a la variation de pH (pH-FET). La
stratégie était basée sur I'utilisation d’'un processus compétitif avec un anticorps immobilisé
sur une membrane de cellulose et un dérivé peroxydase du 2.4-D.

Le systeme expérimentale développé dans ce projet est composé d’un transistor a effet de
champ de type EGOFET. La troisieme électrode est une électrode d’or biofonctionnalisée par
une pointe et un anticorps spécifique au 2.4-D. Lorsque cette derniere espéce est ajoutée
dans |’électrolyte, un processus compétitif entre en place et I'anticorps se détache de la
pointe pour venir interagir avec les molécules 2.4-D ajoutées. Une illustration est donnée

dans la figure 2.
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Water
/

é/ Addition of 2,4-D
4
——

Source E Dram i

DPP-DTTsemiconductor SiO,/Si substrate

Figure 2 : Vue schématique d’un EGOFET, avant (a gauche) et apreés (a droite) I’addition du
2.4-D (la molécule cible) dans I'électrolyte d’aprés (Nguyen et al., 2018)

Afin d’étudier le processus de reconnaissance entre la pointe et I'anticorps, des simulations
d’amarrage moléculaire ont été menées. Dans le cas de notre biocapteur, le 2.4-D est
immobilisé sur une surface au moyen d’un lien et son anticorps lui est spécifiquement
attaché. En présence de 2.4-D libre, I'anticorps se détache et on observe une perte du signal.

La figure 3 illustre la stratégie de détection.

Cible

\ 7 Y
-

Figure 3 - Principe de détection du 2.4-D dans le biocapteur considéré

Une des implications, contre-intuitive qu’offre ce type de détection, est que nous ne
chercherons pas a augmenter |'affinité du 2.4-D envers son anticorps, car une telle
augmentation de I'affinité diminuerai I'affinité de I’anticorps vers le 2.4-D libre et donc
générerai une baisse de la performance.

L'objectif est de rationnaliser la position de la fonction d’accroche tout en minimisant les
impacts qui pourraient diminuer ou dénaturer l'interaction spécifique biologique. Plus

précisément, la modélisation moléculaire permet ici d’obtenir des informations autour de
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I'interaction biologique qui opere telle que la taille du lien nécessaire entre le ligand 2.4-D et
la surface mise en jeu, ou encore la position préférentielle d’interaction, parmi les deux
possibles, du ligand avec sa cible. Cette derniere information permet notamment de savoir
quel groupement du 2.4-D doit étre greffé a la surface par chimie click et quel groupement
doit étre en interaction avec la cible.

Ici les réactions de chimie click sont choisies pour I'accroche car elles correspondent a des
réactions biocompatibles et sont souvent utilisées pour joindre un substrat a une
biomolécule. (Kolb et al., 2001; Kolb and Sharpless, 2003).

Au cours de ce projet plusieurs systémes de tailles croissantes ont été étudiés. En premier
lieu notre étude a débuté avec un groupement 2.4-D simple, puis celui-ci a été au fur et a
mesure, substitué par des groupements permettant ensuite son accroche sur une surface. La
figure 4 montre ces substituants permettant I'accroche sur surface du 2.4-D dans le cadre du

projet.

Cl Cl

Figure 4 - 2.4-D avec des substituants trazine et benzéne permettant une accroche
diazonium

Nous avons également observé le comportement du systeme a différent degré de
protonation du 2.4-D afin de mimer les variations de pH. Enfin la longueur de la chaine
carbonée présente entre le 2.4-D et les groupements triazine et benzene a été étudier afin
d’obtenir une longueur optimale pour permettre linteraction biospécifique tout en
n’induisant pas de géne stérique entre la surface d’accroche et la cible du 2.4-D. La figure 5

montre deux systemes 2.4-D substitués avec des chaines carbonées a 6 et 10 atomes.
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0 0

R N

Cl Cl Cl Cl

Figure 5 - 2.4-D substitués par des groupements triazine et benzéne (accroche diazonium)
et possédant une chaine carbonnée a 6 carbones (a gauche) et une chaine carbonée a 10
carbones (a droite)

Pour comprendre le systeme de reconnaissance entre le 2.4-D et son anticorps il nous faut
connaitre la structure de ce complexe. Cependant, celle-ci tout comme la séquence de
I'anticorps au 2.4-D n’est, a ce jour, pas connu. C'est une difficulté que nous devons

surmonter.

2. Détails techniques

Le logiciel Autodock version 4.2 a été utilisé pour réaliser les simulation d’amarrage
moléculaire (Morris et al., 1998). Dans I'étape du cross-docking moléculaire, chaque ligand
spécifique a chacune des cibles mis en jeu a été retiré puis une boite de taille (19.63, 7.61,
36.50) A a été construite autour du site d’interaction de chaque protéine, puis la méthode
Lamarckian Genetic Algorithm method a été employé pour la recherche de la meilleure
interaction cible-ligand (Morris et al., 1998). Une centaine de cycle de calculs ont été réalisé
dans le cadre de la recherche d’une cible la plus cohérente possible pour étudier le ligand
2.4-D. Une « clusterisation » des résultats a été opérée avec pour critére un RMSD inférieur
a 2 A entre deux poses appartenant au méme cluster. Cette valeur de RMSD est le seuil

classique utilisé pour des études par amarrage moléculaire.

3. Unligand d’intérét : le 2.4-D

3.1. Détermination d’une structure consensus pour I'anticorps 2.4-D

L’anticorps au 2.4-D est une immunoglobuline de type G (igG). Ce type de protéine est divisé
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en plusieurs domaines (cf. figure 6). Le domaine qui nous intéresse le plus est la partie
permettant la reconnaissance moléculaire : le domaine « Fast Antigen Binding Protein », (ou

FAB) qui se situe sur la partie variable de I'immunoglobuline.

variable
region

constant
region

Figure 6 - Structure des immunoglobulines de type G (igG). La partie FAB est entourée en
rouge

A ce jour, Il existe de nombreuses structures de FAB disponibles dans la « protein data
bank » (Berman, 2000) (prés de 2300). Celles-ci sont en interaction avec des protéines ou
des ligands organiques. Dans le cadre du 2.4-D, nous nous sommes intéressés a des
fragments FAB capable de reconnaitre un ligand avec un type chimique et un poids
moléculaire similaire a celui de cette molécule.

Nous avons identifié 7 ligands de ce type au sein de la PDB, obtenues expérimentalement
par diffraction des rayons X (Charbonnier et al., 1995; Debler et al., 2008; Gigant et al., 1999;
Gruber et al., 1999; Langedijk et al., 1999; Wedemayer et al., 1997; Zhu et al., 2006). La

figure 7 montre les schémas moléculaires de ces 7 ligands.
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Figure 7 - de gauche a droite sur la ligne du haut : 1aj7, 1c12, 1ct8. Au milieu : 35¢8. De
gauche a droite sur la ligne du bas : 1kno, 3cfb, 2ajx

Nous avons ainsi aligné ces 7 structures cibles avec les 7 FAB correspondant a chacune
d’entre elle (cf. figure 8). Nous constatons que l'intégralité des ligands sont concentrés sur la
méme position de méme que les immunoglobulines correspondantes, indiquant une

similitude trés importante entre les différents systemes choisis.
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Figure 8 - Alignement des 7 immunoglobulines et ligands sélectionnés

De cette figure, nous nous apercevons que les structures de FAB sont trés homologues et
que le site d’interaction est toujours le méme, ce qui était attendu en raison de la similitude
existante entre les différents ligands et les différents anticorps. Nous avons donc établi un
protocole de validation par amarrage moléculaire croisé (cross-docking) (Rueda et al., 2009;
Thilagavathi and Mancera, 2010) a l'aide du logiciel Autodock. Cette étude permet ainsi
d’identifier le ligand, parmi les 7 retenus, qui est le plus représentatif de l'interaction mise
en jeu entre chaque cible et son ligand propre. Autrement dit, lequel des ligands reproduit,
dans le plus de cas, 'interaction cible-ligand qui s’opere entre une cible et son ligand propre.
Dans cette méthode, les 7 ligands ont été successivement amarrés aux 7 protéines FAB. Pour
chacun des 49 simulations d’amarrage moléculaire nous identifions si le mode d’interaction
est similaire avec celui établit expérimentalement, c’est-a-dire si le positionnement dans le
site actif et I'orientation est similaire. Dans ce cadre, une réponse de type oui/non peut étre

déterminée et est présentée dans le tableau 1.
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Immunoglobuline considérée

C-1ct8| C-1kno | C-2ajx | C-35c8 | C-3cfb

éré

s

Ligand consid

Tableau 1 — Pour la combinaison mise en avant, la couleur verte correspond a un mode
d’interaction similaire a celui établit expérimentalement et la couleur rouge signifie que ce
mode d’interaction est différent

L’observation de la « diagonale verte » du tableau indique que nous parvenons a reproduire
systématiquement le mode d’interaction de chaque cible avec son ligand, comme celle-ci a
été établit expérimentalement. Nous validons ainsi notre protocole d’amarrage.

Dans un second temps, nous recherchons la structure la plus consensuelle. C'est-a-dire celle
capable de reproduire le mode de fixation expérimentale pour la majorité des ligands. Nous
constatons ainsi que la cible 3cfb est la seule susceptible de positionner chacun des ligands
dans une position équivalente a celle qu’ils occupent dans leur cible propre. Nous avons
donc choisi cette structure pour I'étude avec le 2.4-D. Dans tous les amarrages moléculaires

qui suivent, nous relevons les énergies d’interactions moyennes.

3.2. Etude du 2.4-D en interaction avec I'immunoglobuline

L'ensemble des valeurs dans le cas de la position préférentielle d’interaction, pour les
énergies ainsi que pour le pourcentage d’apparition de la géométrie décrite, au cours de
I’'amarrage moléculaire, sont données dans un tableau récapitulatif a la fin de ce chapitre.

Pour chaque amarrage moléculaire, deux cas distincts sont présentés, chacun correspondant
soit a une géométrie ou le dichlorobenzéne se situe vers l'intérieur de la cavité soit a une
géométrie ou le dichlorobenzéne se situe a I'extérieur de la cavité. Cette distinction permet
notamment de vérifier si les systémes étudiés peuvent avoir I'orientation nécessaire pour la

stratégie d’accroche désirée expérimentalement. Ainsi pour chacune de ces deux
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orientations, est présentée pour chaque systéme étudié, la pose obtenue ayant I'énergie la
plus basse ainsi que son pourcentage d’apparition.
Dans un premier temps nous nous sommes intéressés a l'interaction entre le 2.4-D sous sa

forme COO" (cf. figure 9) et la cible 3cfb. En effet, cette forme correspond a celle d’un

carboxylate en milieu biologique.

Cl Cl
Figure 9 - Dérivé du 2.4-D sous sa forme COO-

La forme COO" correspond a la forme du 2.4-D en solution. Une représentation de la forme

la plus stable obtenue est donnée dans la figure 10.

\ A K

\l \ \\;“
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Figure 10 - Interaction entre le 2.4-D dans sa forme COO- et la cible 3cfb

L’énergie obtenue est de -5,7 kcal/mol pour un nombre de pose correspondant a 19%. On
constate ainsi que la molécule pénétre intégralement la cavité et la partie acide pointe vers
« I'entrée » du canal, ce qui est un résultat intéressant puisque I’extension reliée a la surface

est réalisée sur cette partie en accord avec I'équipe expérimentale.
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Nous avons ensuite substitué cette forme du 2.4-D avec un groupement amide (cf. figure 11
a gauche) qui correspond a un site d’accroche intéressant d’un point de vue expérimental.

Une représentation de I'interaction pour ce systeme est donné en figure 11 (a droite).

O )
_CHj ;
NH
(% 7 Yy ‘; \ \
Cl Cl | VA& \

Figure 11 — (a gauche) Dérivé du 2.4-D sous sa forme amide. (a droite) Interaction entre le
2.4-D substitué par un groupement amide et la cible 3cfb

On constate que le mode d’interaction est similaire a celui obtenu dans le cas précédent
avec cette fois ci une énergie moyenne de -6,0 kcal/mol pour 24 % d’apparition. L’attache du
groupement amide ne modifie ainsi pas les prédispositions du systeme, avec le groupement
amide/acide carboxylique pointant vers I'extérieur de la cavité, nécessaires dans la stratégie
de greffage sur surface pour I'élaboration d’un biocapteur.

Dans un second temps nous nous sommes intéressés a une forme du 2.4-D substituée par un
amide, un groupement triazine ainsi qu’un groupement benzénique, permettant par la suite
une attache a une surface par l'intermédiaire d’un groupement diazonium en para du

triazine. Une représentation est donnée dans la figure 12.
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Cl Cl

Figure 12 - Dérivé du 2.4-D sous sa forme amide avec des groupements pour une accroche
par diazonium

L'interaction entre ce dérivé du 2.4-D et la cible est donnée dans la figure 13.

Figure 13 - Interactlon entre Ie 2. 4 D substitué par des groupements d' accroche et la cible
3cfb avec les groupements triazine/benzéne pointant vers l'intérieur (a gauche) et ces
mémes groupements pointant vers I'extérieur de la cavité (a droite)

Dans ce cas de figure la pose la plus stable est obtenue dans une configuration ou les
groupements d’accroche pointent vers lintérieur de la cavité (figure 13 a gauche). Ce
résultat va a I'encontre de nos observations précédentes, néanmoins, la forme ou ces
groupements pointent vers I'extérieur de la cavité (figure 13 a droite), permettant notre
stratégie d’accroche initial, existe également et ne présente qu’une différence d’énergie
avec le second cas de I'ordre de 0,6 kcal/mol. De plus, il correspond au deuxiéme cluster le
plus peuplé, ce qui semble indiquer que la stratégie d’accroche reste tout a fait viable.

Nous avons également voulu optimiser la taille de la chaine carbonée séparant le 2.4-D
substitué par un amide et les deux groupements d’attache triazine/benzéne, afin de
synthétiser un composé possédant la taille adéquate pour que le ligand pénétre la cavité

sans que la surface n’induise une quelconque géne stérique.
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Afin d’évaluer la taille optimale de cette chaine, nous avons donc choisis d’utiliser la pose
favorable pour le systeme a un carbone puis nous avons ajouté des carbones
interactivement a I'aide du logiciel Maestro. Les résultats pour des chaines a six carbones et
dix carbones sont donnés dans la figure 14. Ces deux cas de figure correspondent a des

systemes déja synthétisés au laboratoire expérimentalement.

Figure 14 - (a gauche) Interaction entre le 2.4-D substltue par des groupements d'accroche
et la cible 3cfb dans le cadre d'une chaine a 6 carbones. (a droite) Interaction entre le 2.4-D
substitué par des groupements d'accroche et la cible 3cfb dans le cadre d'une chaine a 10
carbones

Nous constatons dans les deux cas de figure que les groupements d’accroche (triazine et
benzéne) se trouvent vers |'extérieur de la cavité ce qui reste cohérent avec notre stratégie
d’accroche. On remarque également, qu’alors qu’une chaine a 6 carbones peine a s’extraire
de la cavité, une chaine a 10 carbones permet d’obtenir un groupement d’accroche
parfaitement extérieur a celle-ci, amenant ainsi a une attache possible sur une surface.

Un amarrage direct avec des chaines carbonées plus longues conduit malheureusement a un
échec car la taille de la boite utilisée n’est pas adaptée pour un tel calcul. De plus,
augmenter la taille de cette boite vers I'extérieur conduirait a ajouter des points qui ne
seraient pas des points d’interactions avec la protéine et donc n’influenceraient pas le calcul.
Egalement, en augmentant la taille de la chaine carbonée pour un amarrage, on ajoute des
angles diedres au systéme ce qui reviendrait a favoriser le collapse entropique. En effet Ia
prise en compte de la perte de degrés de libertés est assez « rustre » sur le logiciel autodock

et correspond simplement au nombre de degré de liberté multiplié par une constante
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(0,3113) (Goodsell et al., 1996; Morris et al., 1996; Teodoro et al., 2001). Enfin I'amarrage
moléculaire ne tiendrait pas compte de la contrainte de la surface qui étire la chaine

carbonée.

4. Un autre ligand d’intérét : le diclofenac

L'ensemble de ces travaux ont également pu étre menés sur un second ligand d’intérét
gu’est I'acide 2-[2-(2,6-dichlorophenyl)aminophényl]éthanoique, aussi appelé diclofenac. Il
s’agit d’'un dérivé de I'acide phénylacétique classé dans la catégorie des anti-inflammatoire
non stéroidien et trés largement commercialisé au travers du monde. On le retrouve
notamment en tant que principe de nombreux médicaments tels que voltarene ©,
Antalcalm ©, Compralfene ©, Diclofenac Mylan ©, Flector ©, Tendol ©, Dispadol © etc. Il
est par exemple prescrit en cas de douleurs liés a des inflammations articulaires.
Aujourd’hui, le diclofenac est tellement consommé qu’il pose des problemes
d’environnement (Sumpter, 2010; Taylor and Senac, 2014). Par exemple son usage
vétérinaire a outrance, notamment pour le bétail en Asie du sud ou encore en Afrique dans
les années 1990, a mené plusieurs espéces de vautour a la quasi-extinction, induisant une
augmentation du nombre de chien errant et la prolifération de maladies tel que la rage
(Cuthbert et al., 2011; Green et al., 2006; Shultz et al., 2004). Une représentation de cette

molécule est donnée dans la figure 15.

cl

Figure 15 - Représentation de la molécule diclofenac

Le principe de détection du diclofenac mis en jeu dans un biocapteur est similaire a celui mis
en place pour la détection de 2.4-D avec un processus compétitif impliqué. Ce principe est

précédemment schématisé sur la figure 3 et expliqué pour le cas du 2.4-D.
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Tout comme pour le 2.4-D, la séquence de I'anticorps au diclofenac n’est pas connue. |l s’agit
cependant également d’'une immunoglobuline G et le diclofenac a un poids moléculaire et
une nature chimique relativement similaire a celui du 2.4-D. En premiéere approximation,
nous avons ainsi considéré la cible 3cfb, représentée comme la structure consensus pour
I’étude du 2.4-D, comme un modele acceptable pour traiter le cas du diclofenac également.
Les résultats sont présentés de la méme maniere que pour le 2.4-D.

Dans un premier temps, nous avons considéré le diclofenac sous sa forme déprotonée
(figure 16 a gauche). Nous avons donc amarré le diclofenac dans la cible 3cfb et obtenu un
mode d’interaction cohérent avec nos observations des structures expérimentales, a savoir
une pénétration dans la cavité en mettant en lumiéere des interactions stabilisantes de type
liaisons hydrogéne. La figure 16 (a droite) illustre cette association avec les interactions

stabilisantes.

Figure 16 - Diclofenac déprotoné dans la cible 3cfb. A Gauche, vue globale. A Droite
illustration des interactions stabilisantes avec la cible
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Le principal probleme de ce mode d’interaction est que la fonction acide apparait a
I'intérieur de la cavité puisqu’elle établit un réseau de liaisons hydrogénes (avec une serine,
une glycine et une glutamine).

Cependant, dans notre systeme greffé sur surface, I'extension de structure se fera sur la
partie acide qui sera modifié en ester ou en amide. En effet la chimie sur la partie acide
carboxyliqgue dans le but de former un ester (ou un amide) semble plus facilement
envisageable. Cette charge négative de la partie acide, n’existera donc plus pour la partie
greffée sur surface dans notre biocapteur.

Nous avons ainsi entrepris d’autres amarrages. Dans un premier cas, nous nous sommes
intéressés a la forme protonée du diclofenac (groupement acide carboxylique en bout de
chaine) ainsi qu’au dérivé portant une fonction amide. Chacune de ces molécules amenent
deux configurations possibles.

Si on analyse tout d’abord le cas du systéeme portant un acide carboxylique, la premiére
forme met en jeu un dichlorobenzene se trouvant a I'extérieure de la cavité tandis que le
COOH lui se trouve a l'intérieur (figure 17 a gauche).

L’énergie mesurée pour ce cas est d’environ -6,5 kcal/mol. La seconde forme implique un
dichlorobenzene se trouvant a l'intérieur de la cavité alors que I’acide carboxylique se trouve
a I'extérieur, avec une énergie, trés proche du cas précédent, de -6,2 kcal/mol (figure 17 a
droite). La géométrie la plus fréquente correspond au premier cas avec 61% contre 21%

pour le deuxiéme cas.
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Figure 17 - Diclofenac protoné dans la cible 3cfb. A gauche la pose majoritaire, a droite la
pose minoritaire
Si on analyse ensuite le cas du systéme portant un amide, deux cas similaire au cas du COOH
sont observés avec une géométrie ou le dichlorobenzene se trouve a I'extérieur de la cavité
(figure 18 a gauche) et une géométrie ol ce groupement se trouve cette fois-ci a I'intérieur
de la cavité (figure 18 a droite). L'écart d’énergie entre les deux formes est de 'ordre de 1
kcal/mol (-7,1 kcal/mol et -6,2 kcal/mol respectivement) soit des énergies encore assez
proches, cependant nous remarquons que la géométrie mettant en jeu le diclorobenzéne

vers I'extérieur est largement plus fréguente avec un total de 69% contre 17% pour 'autre

cas.
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Figure 18 - Diclo-NO-1C dans la cible 3cfb. A gauche la pose majoritaire, a droite la pose
minoritaire

Nous en concluons ainsi qu’une orientation ou la partie acide carboxylique ou amide est
située vers I'extérieur est possible et souhaitable compte tenu du fait que I'accroche avec la
surface se réaliserait probablement du c6té de ces groupements, par choix de I'équipe
expérimentale, comme évoqué précédemment.

Pour identifier quel type de modification était la plus souhaitable expérimentalement nous
avons étudié, toujours par amarrage moléculaire, d’autres systémes portant un groupement
amide mais une chaine carbonée de taille variable (respectivement 6 et 10 atomes de

carbone). Des représentations sont données dans la figure 19.

=
=T

cl cl

Figure 19 — (a gauche) Diclofenac avec un groupement amide et une chaine a six carbones
(Diclo-NO-6C). (a droite) Diclofenac avec un groupement amide et une chaine a dix
carbones (Diclo-NO-10C)
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Les résultats pour les chaines a 6 indiquent également les deux positionnements possibles
avec des énergies trés proches (-5,9 kcal/mol pour le cas du dichlorobenzéne a I'extérieur de
la cavité et -6,6 kcal/mol dans le cas ou ce groupement se trouve a l'intérieur), mais des

fréquences d’apparition toujours tres différente (62% et 6% respectivement) (cf. figure 20).

¢

Figure 20 - Diclo-NO-6C dans la cible 3cfb. A gauche la pose majoritaire, a droite la pose
minoritaire

Enfin dans le cas du systeme a 10 carbones, le cas le plus favorable énergétiquement (de
plus de 2 kcal/mol par rapport a son homologue) correspond a celui possédant le
dichlorobenzéne vers I'extérieur de la cavité. C'est également la configuration qui comporte

le plus d’apparition avec 39% contre 2% pour le second cas (cf. figure 21).
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Figure 21 - Diclo-NO-10C dans la cible 3cfb. A gauche la pose majoritaire, a droite la pose
minoritaire

Pour terminer nous nous sommes intéressé a des systéemes avec |'ajout de groupements
triazine et benzénique a la suite de la chaine carbonée de taille variable. Des représentations

de ces 3 systemes sont données dans la figure 22.

Figure 22 - Diclofenac avec un groupement amide, des groupements triazine et benzénique

ainsi qu'une chaine carbonée de taille variable. Respectivement 1 carbone : diclo-N-1C-NO-

T-bz (en haut a gauche), 6 carbones : diclo-N-6C-NO-T-bz (en haut a droite) et 10 carbones :
diclo-N-10C-NO-T-bz (en bas)
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Dans le cas de la chaine a un seul carbone, nous obtenons uniquement des cas positionnant
le dichlorobenzene vers I'extérieur avec une énergie de -9,8 kcal/mol et 52% d’apparition
pour la configuration la plus favorable.

De méme dans le cas de la molécule possédant une chaine a 6 carbones, seule la
configuration dichlorobenzene a I'extérieur a été obtenue avec une énergie de -9,2 kcal/mol
et 6% d’apparition.

Enfin, dans le cas de la molécule possédant une chaine carbonée de 10 atomes, on retrouve
également une unique configuration avec le dichlorobenzéne orienté vers I'extérieur de la
cavité et une énergie de -8,8 kcal/mol pour la géométrie la plus stable, avec 4% d’apparition.

Une représentation de ces 3 systémes est donnée dans la figure 23.

Figure 23 - Diclo-N-1C-NO-T-bz dans la cible 3cfb (a gauche), Diclo-N-6C-NO-T-bz dans la
cible 3cfb (au centre) et Diclo-N-10C-NO-T-bz dans la cible 3cfb (a droite)
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Le tableau 2 regroupe toutes les molécules étudiées par amarrage moléculaire avec leurs
énergies, leurs types ainsi que le nombre de poses (ou pourcentage d’apparition) pour la

configuration la plus pertinente dans chaque cas.

Type de molécule Energie | %

Diclofenac protoné (COOH), dichlorobenzéne vers I'intérieur -6,1 21
Diclofenac protoné (COOH), dichlorobenzene vers I'extérieur -6,5 61
Diclofenac protoné (Amide), dichlorobenzene vers I'intérieur -6,2 17
Diclofenac protoné (Amide), dichlorobenzene vers I'extérieur -7,1 69
Diclo-NO-6C, dichlorobenzene vers l'intérieur -6,6 6
Diclo-NO-6C, dichlorobenzéne vers I'extérieur -5,9 62
Diclo-NO-10C, dichlorobenzene vers I'intérieur -6,2 2
Diclo-NO-10C, dichlorobenzéne vers I'extérieur -8,9 39
Diclo-N-1C-NO-T-bz -9,8 52

Diclo-N-6C-NO-T-bz -9,2 6
Diclo-N-10C-NO-T-bz -8,8 4

2.4-D déprotoné (COOH), dichlorobenzéene vers I'intérieur -5,3 23
2.4-D déprotoné (COOH), dichlorobenzene vers I'extérieur -5,2 8
2.4-D protoné (COQ), dichlorobenzene vers 'intérieur -5,7 19
2.4-D protoné (COQ), dichlorobenzéne vers I'extérieur -5,3 16
2.4-D protoné (Amide), dichlorobenzéne vers l'intérieur -6,0 24
2.4-D protoné (Amide), dichlorobenzéne vers I'extérieur -5,7 26
2.4-D-1C-NO-T-Bz, dichlorobenzene vers l'intérieur -9,0 14
2.4-D-1C-NO-T-Bz, dichlorobenzene vers l'intérieur -9,6 39
2.4-D-6C-NO-T-Bz, dichlorobenzéne vers I'intérieur -9,5 8
2.4-D-6C-NO-T-Bz, dichlorobenzéne vers I'extérieur -9,0 21
2.4-D-10C-NO-T-Bz, dichlorobenzéne vers l'intérieur -9,0 1
2.4-D-10C-NO-T-Bz, dichlorobenzéne vers 'extérieur -8,9 7

Tableau 2 - Tableau récapitulatif des énergies (en kcal/mol) et pourcentage d'apparition
(en %) pour chaque géométrie au cours de I’amarrage moléculaire

5. Conclusion

En conclusion, nous avons vu que nous étions capables, par amarrage moléculaire, de bien
reproduire linteraction entre le ligand et son immunoglobuline, obtenue
expérimentalement. Grace a notre méthode d’amarrage croisé nous sommes parvenu a
identifier une cible préférentielle pour I’étude de nos ligands 2.4-D et diclofenac qui est la
cible 3cfb.

Nous avons obtenu une énergie d’interaction négative pour le 2.4-D avec sa cible consensus

indiquant une association favorable. Nous avons également pu constater que le ligand
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s’enfonce a l'intérieur de la cavité avec la partie 2,4-dichlorophenoxy orienté vers le centre
de la protéine et la partie acide orientée en direction du solvant, indiquant que les dérivés
du 2.4-D devraient étre formés sur le groupement acide. Afin de vérifier ce résultat plusieurs
modifications ont ensuite été opérées. Notamment la fonction acide carboxylique a été
remplacée par un groupement amide. Les mémes observations ont été relevées avec un
enfoncement du ligand dans la cavité et une orientation en direction du centre de la
protéine pour la partie 2,4-dichlorophenoxy.

Puisqu’il est nécessaire que le ligand 2.4-D soit lié a une surface pour en faire un biocapteur,
par un intermédiaire, dans le cadre de la confection d’un biocapteur, la taille optimale
nécessaire a la sortie de la cavité de la partie substituable (partie acide) a ensuite été
étudiée. Les résultats pour des tailles de chaine carbonées a hauteur de 1, 6 et 10 carbones
ont été comparés, montrant que 10 carbone semble étre un choix raisonnable.

Des études similaires menées sur un second ligand d’intérét qu’est le diclofenac ont
également montré des résultats évoluant sur la méme voie, avec la possibilité de voir le
ligand s’enfoncer dans la protéine par ses deux cOtés, ce qui rend possible une substitution
du diclofenac par le groupement acide comme dans le cas du 2.4-D. Enfin une taille de
chaine d’environ 10 carbones semble également amener un compromis intéressant pour
permettre au ligand de s’extraire partiellement de la cavité de la protéine.

Ce travail a donné lieu a une publication (Nguyen et al., 2018).
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1. Introduction

Chaque année de nombreux patients sont hospitalisés et leur prise en charge nécessitera la
pose d’'implants. Il est estimé que la pose de dispositifs, tels que les cathéters ou les implants
de longue durée, sont responsables de la moitié des infections nosocomiales contractées a
I’h6pital chaque année (Guggenbichler et al., 2011). Ces infections posent un réel probleme
sanitaire, avec prés de 4000 déces par an en France, dont presque la moitié survenant pour
des patients dont le pronostic vital n’était pas engagé au départ (Thiolet et al., 2016). En
effet, le milieu hospitalier favorise I'apparition de souches bactériennes trés résistantes qui
rendent presque inefficaces les antibiotiques. Face a cette problématique, les revétements
antibactériens apparaissent comme une solution efficace (Cheng et al., 2017; Fullenkamp et
al., 2012; Min et al., 2016).

Dans cette optique, I'unité Biomatériaux et Bioingénierie (INSERM) de Strasbourg dirigée par
le Dr Philippe Lavalle, développe un nouveau type de revétement antibactérien actif en
présence d’une cible pathogéne précise. Leurs travaux ont mené au développement d’un
peptide inédit: (L-DOPA)-K-(L-DOPA)-K-(L-DOPA)-TLRGGE-RSMRLSFRARGYGFR. Ce peptide
composé de trois parties lui conférant des propriétés bien spécifiques, est dit « tribloc ».

(Voir figure 1)

Séquence antimicrobienne

Séquence d’accroche

\ / Séquence clivable

(L-DOPA)-K-(L-DOPA)-K-(L-DOPA}-TLRGGE-RSMRLSFRARGYGFR

Figure 1 - Schéma général regroupant le peptide tribloc et sa séquence

La séquence d’accroche (L-DOPA)-K-(L-DOPA)-K-(L-DOPA) est une partie bio-inspirée par le
mollusque bivalve Mytilus de la famille des Mytilidae, communément appelé la « moule ».
En effet, ce mollusque marin posséde la capacité de s’accrocher sur tous types de surfaces

ou supports solides (bois, plastique, roche, etc). La glande byssogene de ces mollusques
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sécréte un ensemble de fibres permettant I'adhésion aux différents types de substrats. Ces
filaments sont composés en grande partie par les protéines mfp-3 et mfp-5, elles-mémes
abondamment composées de tyrosines qui peuvent étre oxydées en L-3,4-
dihydroxyphénylalanine ou L-Dopa, ainsi que de lysines. A titre d’exemple, la séquence de la

protéine mfp-5 est donnée dans la figure 2.

SSEEYKGGYYPGNAYHYHSGGSYHGSGYHG
GYKGKYYGKAKKYYYKYKNSGKYKYLKKAR
KYHRKGYKYYGGSS

Figure 2 - Séquence de la protéine mfp-5. Les résidus tyrosines (Y) sont indiqués en rouge
dans la séquence. Ceux-ci sont oxydés en L-Dopa

Plusieurs études ont déja montré lI'implication de L-Dopa et des lysines (Brubaker and
Messersmith, 2012; Dalsin and Messersmith, 2005; Kaur et al., 2018; Waite and Tanzer,
1980) dans le processus d’adhésion dont sont responsables mfp-3 et mfp-5.

La séquence d’accroche du systéme tribloc est ainsi construite dans le but de permettre au
systéme une adhésion sur tous types de surfaces, aussi bien organiques qu’inorganiques.

La seconde partie de la séquence peptidique, TLRGGE, est une partie clivable élaborée par
I’équipe du Dr Lavalle. La principale caractéristique de cette seconde partie réside dans son
clivage spécifique par Staphylococcus Aureus. En effet, ce dernier posséde, a sa surface, un
certain nombre de protéines dont I'endoprotéinase Glu-C ou enzyme V8 protéase, qui
comme toute protéase a pour fonction de cliver des protéines ou des peptides en
hydrolysant leur liaison peptidique. Ainsi, en présence spécifique du staphylocoque doré,
cette seconde partie est coupée libérant alors dans le milieu la troisieme partie de la
séquence tribloc.

Cette troisieme et derniére partie est une séquence antimicrobienne du nom de cateslytine
ou RSMRLSFRARGYGFR. Il s’agit d’'une séquence raccourcie de la catestatine (elle-méme
issue de la chromogranine A), ayant pour propriété d’avoir une bonne résistance aux
protéases ainsi qu’une action bactéricide contre un nombre trés important d’agents
pathogénes, notamment Staphylococcus Aureus, et qui doit étre libérée dans le milieu afin

de pouvoir éliminer sa cible (Aslam et al., 2013; Preece et al., 2004).
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Il s’agit donc d’un dispositif innovant, biocompatible et avec une sélectivité importante
puisque lI'agent bactérien ciblé est lui-méme responsable de la libération de son propre
poison dans le milieu.

Plusieurs tests expérimentaux réalisés par I'’équipe du Dr Lavalle ont montré I'efficacité du
systeme tribloc en solution. L’activité antibiotique du tribloc est donc avérée. De méme une
étude utilisant des données FRET (Forster Resonance Energy Transfer) montre que le clivage
par la protéase V8 se produit.

Dans le but d’adapter le systeme a des dispositifs médicaux, il est nécessaire d'immobiliser le
peptide sur une surface biocompatible. La figure 3 dresse le bilan du mode d’action de notre

systeme une fois adsorbée sur une surface.

Implant

Clivage Libération du Action
Infection en Ian‘ue pe‘nde actif Antimicrobienne
/ \ °
]
q - L

Figure 3 - Les différentes actions du peptide tribloc en présence d'un agent pathogéne
(Staphylococcus Aureus), d'aprés (Mutschler, « Nouveaux concepts de revétements
antimicrobiens a base de peptides naturels et polypeptides appliqués aux dispositifs

médicaux », 2017)
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Malheureusement, I'immobilisation sur surface engendre une perte de I'activité bactéricide
du systéme, sans explications apparentes du point de vue de I'expérience. Cette observation
est indépendante du type de surface considéré. L'utilisation de la modélisation moléculaire
donnerait ici des informations a I’échelle atomique qui permettraient de mieux comprendre
le processus d’adsorption du systeme tribloc sur une surface, ainsi que l'interaction entre la
protéase et la séquence clivable, afin d’obtenir des voies d’explications quant a cette perte
de propriétés bactéricides.

Dans le cadre de cette étude, nous nous proposons d’étudier un systéme composé de la
séquence tribloc en adsorption sur une surface d’or au moyen de la modélisation

moléculaire.

2. Détails techniques

Les dynamiques moléculaires ont été réalisées au moyen du code de calcul AMBER 16 (Case
et al.). Les résidus oxydés (L-Dopa) ont été paramétrés a I'aide du champ de force gaff2
(Wang et al., 2004) et les charges atomiques partielles ont été obtenues par la méthode
RESP (Kumar et al., 1992). L'algorithme SHAKE (Ryckaert et al., 1977) a été utilisé ainsi un
pas de 2 fs a pu étre choisi pour la dynamique. Les simulations ont été démarrées avec une
géométrie optimisée suivie d’'une chauffe. La visualisation et I'analyse des structures ont été
réalisées a I'aide du logiciel « visual molecular dynamic » (Humphrey et al., 1996) et le
logiciel cpptraj (Roe and Cheatham 111, 2013).

Les calculs Umbrella Sampling ont été réalisés sur un déplacement de 15 A le long de la
« surface separation distance » (SSD, voir plus loin) en réalisant 50 dynamiques biaisées de
40 ns chacune (chaque fenétre). Une contrainte de 5 kcal/mol a été appliqguée uniquement
sur la coordonnée de réaction choisie. Le peptide est libre de translater ou d’opérer des
mouvements de rotation. D’un point de vue statistique, il a été vérifié que chaque
distribution se recoupe bien puis le PMF a été extrait a 'aide du logiciel WHAM (Kumar et

al., 1992).

3. Séquence d’accroche

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés a la séquence d’accroche seule. En
effet, dans la littérature il a été décrit que la L-Dopa s’adsorbe préférentiellement sur un
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type de surface spécifique en fonction de sa forme catéchol (réduite) ou quinone (oxydée).
Ainsi, sous une forme catéchol la L-Dopa aurait plutét tendance a s’adsorber
préférentiellement sur une surface inorganique (Krogsgaard et al., 2016) tandis que la forme
quinone préferera les interactions avec les surfaces organiques (Lee et al., 2006; Yang et al.,

2014). (Voir figure 4)

L-DOPA L-DOPA
forme catéchol forme quinone
OH e
& 0
NH, Oxydation NH3'
——
e ———
Réduction
- oH o )

Surface inorganique Surface organique

Figure 4 — Adsorption préférentielle de la L-Dopa en fonction de son degré d’oxydation

En milieu aquatique, la L-DOPA se présente sous la forme d’un équilibre entre sa forme
catéchol et sa forme quinone, permettant au mollusque marin une adhésion sur tous types
de supports. (Krogsgaard et al., 2016)

Nous avons ainsi décidé d’étudier, dans un premier temps, les formes quinone et catéchol

envisageables pour la partie accroche de la séquence tribloc.

3.1. Paramétrage de la surface d’or au niveau quantique
Nous avons fait le choix d’une surface d’or de type Au(111) a 4 couches.
Afin de construire le modele le plus intéressant possible, une recherche en amont sur le
paramétrage de la surface d’or a été réalisée. Les paramétres du champ de force ont été
obtenus dans la littérature (Agrawal et al., 2002; Heinz et al., 2013; Lee and Schatz, 2009;

Lee et al., 2012). Ces données ont déja été employées dans I'équipe (Ruan et al., 2017).
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La prise en considération de la polarisabilité est toujours un atout pour toute étude de ce
type. Cependant, elle induit un colt en calcul important. Dans le cadre de ce projet, nous
avons choisi de ne pas considérer I'effet de la polarisabilité. En effet, il a été démontré pour
une « gold binding protein » (Braun et al., 2002) que l|'effet de polarisation n’était pas
primordial et que son absence n’induisait pas de différence structurale a linterface
métallique de la surface d’or.

Une de nos interrogations était relative a la charge atomique partielle des atomes d’or. Dans
la littérature, pour les calculs sur des surfaces de ce type d’atome, les charges atomiques
partielles sont nulles. Cette vision est éloignée de la réalité car la création d’une surface d’or
conduit a la coupure de liaison par rapport au « bulk ». Couper des liaisons engendre ainsi
une anisotropie qu’il est nécessaire de matérialiser pour rendre compte de la réalité. Nous
avons réalisé des calculs de charges partielles afin d’opérer une redistribution de celles-ci sur
la surface concernée, en utilisant le modéle de Bader (Bader, 1985), dont une description est
réalisée dans le chapitre 1 de ce manuscrit.

Dans le cadre de I'étude de notre systeme d’or, nous obtenons a partir des calculs, la

répartition de charges présentée dans la figure 5.

¢

.02

Figure 5 - Répartition des charges obtenue, sur les 4 couches d'or, a partir du modele de
Bader
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A notre connaissance notre approche est originale car la littérature montre que la prise en
compte des surfaces d'or se fait, lorsque le champ de force utilisé n'inclut pas de terme de
polarisabilité, avec des charges partielles nulles sur les atomes d'or. En effet, les études de
dynamique moléculaire dans ce domaine, par exemple (Kubiak-Ossowska et al., 2014; Lee et
al.,, 2012; Utesch et al.,, 2013), utilisent un modéle ou chaque atome d’or présente une
charge atomique partielle nulle ce qui, mathématiquement, efface toute interaction
électrostatique et fait intervenir uniquement le potentiel de van der Waals pour décrire

I'interaction avec la surface métallique.

3.2. Etude dynamique
Le peptide d’accroche (DOPA)-K-(DOPA)-K-(DOPA) a ensuite été étudié grace a la dynamique
moléculaire afin d’observer le processus d’adsorption du systéme. Nous nous intéressons ici
a la partie d’accroche sous ses deux formes, quinone et catéchol, en interaction avec
Au(111). Une dynamique de 400 ns est réalisée et une analyse du RMSD est proposée dans
la figure 6. Le peptide d’accroche est positionné a une distance initiale de quelques dizaines

d’Angstroms de la surface d’or.
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Figure 6 - Analyse RMSD de la séquence d'accroche sous ses formes oxydée et réduite. La
séquence d’accroche est en interaction avec Au(111)

Le RMSD est ici établi en fonction de la position initiale de la séquence d’accroche et les
mouvements de rotation ainsi que de translation sont annulés lors du calcul. En raison des
mouvements internes du systeme, cette analyse RMSD est relativement peu informative, car
elle témoigne des mouvements internes du systéeme et ne différencie pas proprement ces
mouvements du déplacement de la protéine sur la surface.

Afin de mieux décrire ce processus, nous proposons de mesurer la « Surface Separation
Distance » (SSD) en fonction du temps. Cette autre métrique est fréquemment utilisée, dans
la littérature, pour décrire les phénomenes d’adsorption de protéines sur les surfaces.
(Abramyan et al., 2015; Levine et al., 2016; Notman and Walsh, 2009; Snyder et al., 2012;
Sun et al., 2007; Wang et al., 2008; Wright et al., 2015; Xie et al., 2012; Xu et al., 2008)

Ici la SSD se définie comme la distance entre la surface et le centre de gravité des atomes C,
du squelette peptidique. Autrement dit la distance normale entre le centre de gravité des

atomes C, et la surface. La figure 7 illustre la SSD.
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Figure 7 - Définition du SSD correspondant ici a la distance entre la surface d'or et le centre
de gravité des atomes C, du squelette peptidique

Le tracé de la SSD en fonction du temps, pour les formes oxydée et réduite de la partie

d’accroche, est donné dans la figure 8.
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Figure 8 - SSD pour les formes oxydé et réduite de la séquence d'accroche en interaction
avec Au(111)
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Pour les deux formes, la SSD montre |'atteinte d’un plateau relativement rapidement (apres
environ une vingtaine de ns de dynamique) marquant le point ou le systéme d’accroche
entame son adsorption sur la surface d’or. Ce plateau est ensuite maintenu tout au long de
la dynamique indiquant une adsorption favorable et stable.

Différentes images issues de la dynamique moléculaire de la séquence d’accroche (forme

guinone) sont données. La figure 9 montre le début de la dynamique.
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Figure 9 - Début de la dynamique de la partie d'accroche (forme quinone) et de la surface
d'or
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Dans cette phase, nous constatons ainsi que le systéme se trouve relativement éloigné de la
surface.

L’adsorption s’entame ensuite avec l'interaction entre la séquence d’accroche et une surface
d’eau structurée. Cette organisation de I'eau au-dessus d’une surface est un phénoméne
décrit dans la littérature. (Di Felice and Corni, 2011; Notman and Walsh, 2009; Wright et al.,
2015) On parle de « couche de glace » dans laquelle I'eau est reconnue pour se structurer
spécifiguement. Il a été montré que cette structuration guide et influence les phénomeénes
d’adsorption sur des surfaces telles que I'or, notamment par I'étude d’un complexe composé
de « gold binding protein » et d’'une surface d’or. (Kim et al., 2001)

Tout I'enjeu de I'adsorption réside dans la capacité de I'adsorbat a briser cette structuration
afin d’entrer en interaction avec la surface sous-jacente. Cette perte de structuration améne
en effet un gain entropique qui viendra apporter de la stabilité au systeme. Ce phénomeéne
est défini comme tres important pour I'étude de I'adsorption sur des surfaces. (Di Felice and
Corni, 2011; Notman and Walsh, 2009; Skelton et al., 2011; Wright et al., 2015)

Aprées 400 ns de dynamique nous constatons que la séquence d’accroche est entierement

adsorbée sur la surface en s’étalant sur cette derniére (cf. figure 10).
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Figure 10 - Fin de la dynamique de la séquence d'accroche (forme quinone) en interaction
avec la surface d'or

La description des différentes étapes d’adsorption de la forme catéchol sur Au(111) est
identique a celle de la forme quinone.

Ce résultat est en accord avec I'expérience puisqu’il signifie que I'adsorption des deux
formes est favorable sur une surface inorganique tel que l'or. La littérature distingue

cependant une adsorption plus favorable de la forme catéchol sur les surfaces inorganiques.
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Au niveau structural, il n’est pas possible de différencier les deux formes. Nous proposons

ainsi, afin de différencier les deux formes, une étude du point de vue énergétique.

3.3. Etude énergétique

Nous réalisons une investigation du point de vue énergétique grace a des calculs d’'Umbrella
Sampling. Pour ceux-ci, la SSD est employée comme coordonnée de réaction. Sur un
déplacement de 15 A, 50 dynamiques de 40 ns biaisées sont réalisées dans des conditions ou
la contrainte n’est appliquée que sur la SSD (le peptide est libre de translater). Dans ces
simulations nous nous sommes intéressés au processus de désorption plutét qu’a celui
d’adsorption. La raison de ce choix est que |'état adsorbé provient de I'exploration de
dynamique moléculaire aprés 400 ns alors que I'état désorbé est artificiellement créé en
placant arbitrairement le peptide au-dessus de la surface. Partir d’'un point de départ, pour
ce type de simulation, d’'une structure déja raffinée par les 400 ns de trajectoire nous est
apparu plus opportun.

En observant les fréquences de distributions, pour chaque simulation, des différentes
valeurs de SSD lors des différentes fenétres (cf. figure 11) nous constations que chaque
distribution se recoupe. Ce recoupement nous prouve que l'espace conformationnel est
exhaustivement exploré et nous autorise a extraire le potentiel de force moyen (en anglais le
« Potential of Mean Force » (PMF)) a I'aide du logiciel WHAM (Kumar et al., 1992).

La qualité de I’échantillonnage final a été vérifiée par I'analyse de la superposition des

distributions des fenétres adjacentes (cf. figure 11)
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Figure 11 - Superposition des distributions des fenétres adjacentes

Apres analyse a l'aide du logiciel WHAM (Kumar et al., 1992), nous obtenons la SSD en

fonction du PMF, donné en figure 12.
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Figure 12 - PMF en fonction de la SSD obtenu a partir de I'étude Umbrella Sampling pour
les formes oxydées et réduites de la séquence d'accroche en interaction sur Au(111). AG,q4s
est I'inverse de la désorption.

L’énergie libre d’adsorption AG,y, est déterminée a -19,0 kcal/mol pour le cas de la quinone
et I'énergie libre d’adsorption AG,cq a -15,3 kcal/mol pour le catéchol. Ces deux valeurs sont
négatives ce qui montre le processus thermodynamiquement favorable de I'interaction et
est conforme aux résultats expérimentaux pour les deux systemes étudiés. Les valeurs
d’énergies déterminées sont dans l'ordre d’idée de ce que l'on peut trouver dans la
littérature. En effet, a notre connaissance, seules deux études ont traité de la détermination
d’énergies libres pour une association avec une surface Au(111), toutes deux ont été
obtenues par la méthode Umbrella Sampling. Une s’intéresse a AuBP1 tandis que la seconde
s’intéresse a I'adsorption des 20 acides aminés. Les énergies libres enregistrées sont de -12,4
kcal/mol (Wang et al., 2008) pour AuBP1 et chacun des 20 acides aminés présente des
valeurs comprises entre -4,2 kcal/mol (acide glutamique) et -10,2 kcal/mol (tyrosine).
(Hoefling et al., 2010)

Les mesures expérimentales que nous possédons montrent une différence d’adsorption

entre catéchol et quinone mais ne peuvent pas directement étre traduites en énergie. Nous

158



Chapitre 5 : Etude de nouveaux revétements antimicrobiens

pensons que les valeurs obtenues dans notre cas pour les énergies libres d’adsorption sont
dans une gamme de valeurs attendues.

Ces valeurs impliqguent donc ici une adsorption légérement plus favorable de la forme
quinone par rapport a la forme catéchol ce qui est contradictoire avec la littérature. La
forme réduite possede un caractere de donneur de liaison hydrogene, contrairement a la
forme oxydée, et implique des interactions électrostatiques plus fortes. Il est ainsi plus
difficile de désolvater la forme catéchol au cours du processus de la dynamique, que la
forme quinone, ce qui résulte par une adsorption sur la surface plus favorable lorsque la
séquence d'accroche est sous sa forme quinone.

Pour aller plus loin dans nos investigations, nous avons réalisé une analyse des mouvements
dans les plans au-dessus de la surface. Durant la simulation Umbrella Sampling, 2 us
d’exploration conformationelle sont disponibles pour chacune des deux formes du systéme,
qui opérent alors, des mouvements de translation et de rotation. La contrainte imposée par
chaque fenétre ne s’appliquant uniquement que sur la SSD, il est possible d’analyser ces
mouvements pour chaque fenétre. Des cartographies 2D ont été calculées a partir de ces
trajectoires de dynamique en utilisant les coordonnées arbitraires, x et y. L'énergie libre est

calculée grace a I’équation (1) :

AG(x,y) = —kgT.In [%] W

Dans cette équation, kg et T sont les constantes de Boltzmann et la température (300K) de la
simulation. P(p) est la probabilité de densité des coordonnées de réactions définis par x et y.
Pmax(p) est la probabilité la plus importante. Pour faire cette analyse nous avons utilisé le
logiciel map_DG.pl (Ruan et al., 2017).

Les résultats ont été analysés en établissant une cartographie d’énergie libre pour la SSD,
avec a chaque fois des portions, de 2 A de longueur, considérées. Comme la SSD évolue de 4
a 20 A, 8 cartographies d’énergie libre sont reportées dans les figures 13 a 20 avec a chaque

fois la considération des deux formes, oxydée et réduite, de la séquence d’accroche.
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Figure 13 - Cartographie forme catéchol (a gauche) et forme quinone (a droite) pour une
SSD compris entre 18 et 20 A
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Figure 14 - Cartographie forme catéchol (a gauche) et forme quinone (a droite) pour une
SSD comprise entre 16 et 18 A
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Figure 15 - Cartographie forme catéchol (a gauche) et forme quinone (a droite) pour une
SSD comprise entre 14 et 16 A
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Figure 16 - Cartographie forme catéchol (a gauche) et forme quinone (a droite) pour une
SSD comprise entre 12 et 14 A
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Figure 17 - Cartographie forme catéchol (a gauche) et forme quinone (a droite) pour une
SSD comprise entre 10 et 12 A
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Figure 18 - Cartographie forme catéchol (a gauche) et forme quinone (a droite) pour une
SSD comprise entre 8 et 10 A
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Figure 19 - Cartographie forme catéchol (a gauche) et forme quinone (a droite) pour une
SSD comprise entre 6 et 8 A
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Figure 20 - Cartographie forme catéchol (a gauche) et forme quinone (a droite) pour une
SSD comprise entre 4 et 6 A

Dans les deux états d’oxydation, et I’espace entre 18 et 20 A, un espace conformationel
relativement large est présenté, indiquant que le peptide évolue librement a haute distance
de la surface. Au contraire, & une SSD comprise entre 4 et 6 A, 'espace conformationnel est
autant restreint montrant cette fois que dans cet espace, le peptide est grandement
immobilisé et ne peut se déplacer que faiblement. Des conclusions similaires émergent de
I’état réduit. La partie la plus intéressante réside dans I'étude I'énergie libre dans la fenétre
de 12 & 14 A. En effet, pour I'état oxydé, la variation d’énergie libre est uniquement située

sur I'axe Y. Cette observation marque la présence d’un premier point d’ancrage de la
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séquence d’accroche sur la surface qui vient ainsi limiter le mouvement du systéme sur la
surface. En comparant avec la forme réduite, plus libre, nous pouvons conclure que I'état
oxydé est adsorbé plus tot au cours du processus traduisant ainsi la meilleure affinité pour la
forme quinone déja observée avec I’étude par umbrella sampling.

L’ensemble de ces résultats montrent ainsi conjointement une adsorption plus favorable
pour la forme quinone que pour la forme catéchol, ce qui est quelque peu contradictoire
avec la littérature.

Nous nuancons ainsi ces résultats. En effet, a notre connaissance, les études discriminant le
processus d’adsorption entre forme oxydée et forme réduite pour L-DOPA n’ont été
réalisées que sur un seul type de surface pour chacune des catégories, organique et
inorganique, a savoir sur du titane et sur du PEG. (Krogsgaard et al., 2016; Lee et al., 2006) La
conclusion générale de ces études a ainsi été extrapolée pour indiquer que I'état oxydé
(quinone) de la dopamine adsorbe mieux sur une surface organique tandis que I'état réduit
(catéchol) adsorbe mieux sur une surface inorganique.

Nous affirmons effectivement que les deux formes s’adsorbent sur les deux types de
surfaces mais qu’il faudrait I’étude de davantage de types de surfaces afin d’extrapoler plus

largement I'affinité respective de chacune des deux formes.

3.4. Simplification du systeme

L’utilisation des 4 couches d’or de notre surface représente un co(t important de temps de
calculs. Nous avons ainsi réitéré notre expérience, en prenant comme support la forme
catéchol de la séquence d’accroche, et en utilisant un modéle simplifié de notre surface d’or
ne comportant que 2 couches. Nous conservons |'utilisation de notre modele d’or affiné.
Nous avons choisi le systeme catéchol car c’est celui qui marque une plus faible adhésion et
donc qui, potentiellement, nécessite une représentation la plus précise du systeme.

Nous avons réalisé des trajectoires de 30 ns dans I'ensemble NVT. Une dizaine de répliques
de dynamique ont été lancées avec des vitesses initiales aléatoires pour augmenter
I’exploration conformationelle (Leach, 2001). Le RMSD des différentes simulations est
analysé. Les figures suivantes reportent, pour des raisons de clarté, une seule de ces
simulations. Dans cette analyse RMSD, nous constatons l'atteinte d’un plateau pour
I’ensemble de nos simulations. Ce passage est marqué par un saut, puis un second plateau

est ensuite atteint. lls indiquent respectivement |'adsorption et I'équilibration sur la couche
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d’eau structurée puis sur la surface d’or. Un exemple de ces RMSD est présenté dans la

figure 21.
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Figure 21 - RMSD du peptide d'accroche (forme catéchol). Le peptide est adsorbé sur un
systeme d’or a deux couches d’or

Afin de compléter cette analyse, nous proposons également I’étude de la SSD en fonction du

temps. (cf. figure 22)
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Figure 22 - SSD de la partie d'accroche (forme catéchol) adsorbée sur deux couches I'or

Tout comme sur le RMSD, nous observons distinctement I'atteinte des deux plateaux, le
premier étant attribué a l'adsorption sur la couche d’eau structurée puis le second a
I’adsorption sur la surface d’or.

Nous pouvons également observer la dynamique compléte du systeme. La figure 23 illustre

le processus d’adsorption que I'on peut observer sur les 10 répliques.
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Figure 23 - Dynamique moléculaire de la partie d'accroche (forme catéchol) sur une surface
d'or. Début de la dynamique (en haut a gauche), premier point d’ancrage (en haut a
droite) et fin de la dynamique (en bas)

L’analyse de plusieurs structures/conformations issues de la visualisation des trajectoires
montre tout d’abord un début de simulation ol la séquence d’accroche n’est pas adsorbée
sur la surface d’or.

Puis progressivement la séquence d’accroche diffuse et se rapproche de la surface jusqu’a
un premier point d’ancrage situé, par exemple, sur une lysine de la séquence.

Enfin aprés a peine une soixantaine de nanosecondes de MD, nous constatons que la
séquence d’accroche tombe entiérement sur la surface apres diffusion au travers de la
couche d’eau structurée. Les fonctions catéchols se positionnent parallelement a la surface
d’or impliquant ainsi un effet de stacking avec la surface.

La partie d’accroche réalise un premier point d’ancrage correspondant a une adsorption sur
la surface d’eau structurée. Celle-ci se brise ensuite et le systeme vient s’adsorber sur la
surface d’or (figure 24). Pour rappel, ce phénomene stabilisant est directement lié a un gain

d’entropie comme explicité précédemment.
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Figure 24 - Dynamique moléculaire de la partie d'accroche (forme catéchol) sur une surface
d'or. Mise en évidence d'une couche d'eau structurée par adsorption sur la surface

Cette analyse démontre encore la forte attirance de la séquence d’accroche pour la surface

d’or.
Nous obtenons ainsi des résultats similaires a ceux observés pour le modeéle a 4 couches d’or

d’un point de vue géométrique, ce qui ferait de notre modele a 2 couches, un intermédiaire

vraisemblablement suffisant et permettant d’engendrer un colt en calcul amoindris.

4. Systeme tribloc en solution

Nous nous sommes intéressés a |'adsorption du systeme tribloc sur notre surface d’or

(modéle comportant la redistribution de charge), avec la forme catéchol de la séquence

d’accroche présente dans notre peptide.

168



Chapitre 5 : Etude de nouveaux revétements antimicrobiens

Le but ici est de discriminer le systeme tribloc lorsqu'il est composé de la séquence
d'accroche sous forme catéchol ou bien sous forme quinone. Pour rappel, nous avons vu
précédemment que la forme réduite possédait un caractére de donneur de liaison
hydrogene, contrairement a la forme oxydée, et impliquait des interactions électrostatiques
plus fortes. Nous avons alors conclu qu’il est plus difficile de désolvater la forme catéchol au
cours du processus de la dynamique, que la forme quinone, ce qui résulte par une
adsorption sur la surface plus favorable lorsque la séquence d'accroche est sous sa forme
quinone.

Pour commencer nous avons construit notre systeme tribloc. La construction de Ia
cateslytine présente la premiere difficulté car, bien que nous ayons sa séguence, nous ne
connaissons pas sa structure 3D. Nous avons ainsi utilisé le logiciel i-tasser grace auquel nous
avons pu établir une homologie de séquence a partir de la séquence de la catestatine. Nous
avons ainsi obtenu une homologie avec la séquence de la catestatine humaine dont provient
la cateslytine comme je I'ai présentée dans le chapitre 2. (Preece et al., 2004) I’'homologie

des deux séquences est donnée dans la figure 25.

cateslytin 1 RSMRLSFRARGYGFR------ 15

AL T
catestatin 1 SSMKLSFRARAYGFRGPGPOL 21

Figure 25 - Homologie de séquence entre la cateslytine et la catestatine

Les 11 acides aminés manquant et composant notre systéme tribloc sont ensuite ajoutés a la
séquence de la cateslytine obtenue par homologie puis le systéme tribloc est soumis a une
dynamique moléculaire en solution dans une boite d’eau. Nous relevons apres

approximativement 200 ns de simulation une espéece structurée en feuillet p. (Voir figure 26)
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Figure 26 - Représentation de la structure secondaire observée pour le systéme tribloc
aprés une dynamique en solution

A partir du RMSD et de la visualisation de cette dynamique (Figure 27), nous observons 5
conformations distinctes représentant la protéine. Ces 5 zones correspondent aux 5 zones
marquées par une fleche et sont séparées par des sauts montrant une différence marquée
de géométries les unes entre les autres. De plus, chacune de ces géométries apparait comme

relativement stable compte tenu du plateau décrit par chacune de ces portions du RMSD.
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Figure 27 - RMSD du systeme tribloc en solution avec identification de 5 portions
permettant I'extraction de 5 structures représentatives

A partir de ces structures, 5 dynamiques moléculaires du systeme tribloc sur or ont été

réalisées afin d’étudier les 5 conformations représentatives du systeme en adsorption.
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Les figures 28 a, b, ¢, d et e montrent ces 5 systémes choisis pour I'’étude. Pour chacune des
structures représentatives, 3 images sont données. La premiére montre la structure globale
du systeme avec chacun des atomes représenté en fonction de son type atomique. La
seconde identifie par un code couleur chacune des 3 parties composant notre séquence
peptidique (pour la partie accroche, vert pour la partie clivable et rouge pour la partie
antimicrobienne). Enfin la troisieme image montre la structure secondaire du peptide. Ces 5
structures représentatives seront par la suite nos points de départ pour I'étude de la

séquence tribloc sur surface d’or.
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Figure 28 - Les 5 Structure représentatives (a, b, c, d, et e) obtenues a partir de la MD en
solution du peptide tribloc

5. Systéme tribloc sur une surface d’or

Le peptide tribloc est placé a une vingtaine d’Angstrom de la surface au commencement de
la dynamique. La surface d’or est considérée comme assez grande (58.4 x 58.7 A) pour
permettre au peptide de s’adsorber sur cette derniere. Si I’'on considere un repeére cartésien,
la surface d’or a deux couches est positionnée dans le plan xOy et la distance entre cette
double couche et son image selon I'axe z est d’environ 70 A (conditions périodiques).
Quelques images de cette dynamique molculaire, dans le cas de I'adsorption de la structure
représentative n°1, sont données dans la figure 29.

Au commencement de la simulation le centre de gravité du tribloc est a 10 A de la surface et

n’est pas adsorbé sur cette dernieére.

172



Chapitre 5 : Etude de nouveaux revétements antimicrobiens

R r.-vx-f-c:v-fw-f«'fs-.r.cm- a.-r.;.‘ g
VoeVe 2,2 AR

G oesve e SO

oo meth s ¢l e o g:«fn.‘
S IIL TR .04 Pl i

Figure 29 — Exemple de dynamique moléculaire du systeme tribloc adsorbée sur une
surface d'or. Début de la dynamique (en haut a gauche), adsorption du tribloc sur la
couche d’eau structurée (en haut a droite), rupture de la couche d’eau structurée et
premier point d’ancrage (en bas a gauche) et adsorption globale du systéme tribloc sur la
surface (en bas a droite).

Apres quelques nanosecondes de dynamique, le systéme tribloc se positionne au-dessus de
la surface d’eau structurée et s’adsorbe sur cette derniere.
Puis la couche d’eau structurée est brisée et le systeme tribloc s’adsorbe sur la surface en

impliquant un effet entropique stabilisant avec un premier point d’encrage sur la cateslytine.

Apres approximativement 200 ns de simulation le systéme se stabilise.
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Les résultats obtenus pour les autres structures représentatives sont relativement
identiques. lls viennent notamment confirmer les observations réalisées sur la séquence
d’accroche seule quant a sa capacité a s’adsorber sur la surface. lls montrent également une
forte appétence du systeme complet pour la surface d’or. En effet, nous observons que
I’accroche ne se fait pas exclusivement par I'intermédiaire de la séquence d’accroche, mais
aussi par la séquence clivable ou bien la séquence antimicrobienne. Dans tous les cas, apres
une longue dynamique et quelle que soit la partie du systeme tribloc qui s’est adsorbé en
premier sur la surface d’or, celui-ci finit toujours par tomber entierement sur la surface.

Les résultats soulévent ainsi plusieurs questions : Est-il possible dans ce cas pour la protéase
d’approcher la séquence clivable afin de couper cette derniere et ainsi de libérer la
cateslytine dans I'environnement ? Et méme si la cateslytine est libérée, peut-elle atteindre
le staphylocoque doré afin de mener a bien son action antibactérienne ? Des questions
cruciales pour comprendre la perte d’activité bactéricide du dispositif apres son
immobilisation sur une surface.

Ainsi, afin de répondre a ces questions, nous avons réalisé une série d’analyses sur
I'interaction entre la protéase et le peptide clivable ainsi que sur la cateslytine et son affinité

pour la surface.

6. Enzyme V8 protease

6.1. Protéase en solution
La protéase V8 est une endoprotéinase a sérine, propre a la surface du staphylocoque doré,
contenant 216 résidus et un site actif dont I'activité est régie par 6 d’entre eux (ASP93,
HIS51, SER169, THR164, ASN193 et VAL1). (Prasad et al., 2004)
Le mécanisme de clivage de I'endoprotéinase est assuré par les acides aminés Histidine 51,
acide aspartique 93 et sérine 169, tous 3 explicités sur la figure 30, tandis que les 3 autres
acides aminés du site actif sont responsables de la stabilisation du peptide coupée lors du

mécanisme. (Prasad et al., 2004) (Di Cera, 2009) Ce dernier est explicité dans la figure 31.
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Figure 30 - Structure de la protéase V8 (a gauche) et zoom sur son site actif (droite). Les
images sont issues de (Prasad et al., 2004)
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Figure 31 - Réaction catalytique conduisant au clivage d'un peptide par une
endoprotéinase a sérine (image issue de la publication (Hedstrom, 2002))
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L’histidine déprotone la fonction hydroxyle de la sérine permettant une réaction de type
addition nucléophile avec la fonction Cter du peptide coupé. Cette étape est ensuite suivie
par un départ nucléofuge de la fonction Nter grace a la captation du proton de I'histidine
(clivage de I'acide aminé). Enfin, une réaction d’hydrolyse vient favoriser le départ de I'ex
fonction Cter de 'acide aminé, jusqu’ici lié a la sérine de la protéase.

Au-dela de la structure de I’'enzyme, une relation structure-activité a été proposée pour la
séquence clivable par Prasad (Prasad et al., 2004). Malheureusement, les résultats de cette
étude réalisée par amarrage moléculaire, ne sont pas disponibles sur la PDB. Ces résultats
sont néanmoins en accord avec les connaissances acquises jusqu’ici sur les mécanismes de
ce type d’enzyme (Hedstrom, 2002).

Une étude par amarrage moléculaire avec Autodock (Goodsell et al., 1996; Morris et al.,
2001) a ainsi été réalisée pour le complexe protéase et peptide clivable afin de comprendre
ces relations structure-activité. L'étude est menée a partir de la séquence de la protéase
seule disponible sur la PDB (code PDB: 1QY6) et publiée par Prasad (Prasad et al., 2004).
Pour se faire, les acides aminés impliqués dans le mécanisme de clivage ont d’abord été
repérés au sein de la protéase puis une boite pour I'amarrage moléculaire est placée a leur
niveau. Le peptide clivable est ensuite ajouté apres avoir été acétylé et finalisé par un
groupement N méthyl afin d’éviter I'ajout d’ions superficiels (cette partie étant la partie
centrale du peptide tribloc). L'amarrage moléculaire est réalisé. L'une des poses obtenue se
démarque des autres avec une énergie de liaison légérement plus favorable (-3,2 kcal/mol).

Une représentation de cette pose est donnée dans la figure 32.
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Figure 32 - Pose préférentielle obtenue par amarrage moléculaire

Dans celle-ci nous remarquons que la partie glutamate du peptide clivable pointe vers le
NH;" de la valine ce qui est en accord avec le mécanisme expérimental de la littérature
(Hedstrom, 2002; Prasad et al., 2004). Cette étude permet ainsi d’isoler une configuration
pour I'étude en dynamique moléculaire du complexe en solution.

Expérimentalement, nous savons que le clivage a lieu sur I'acide glutamique de la séquence.
Il s’agit donc ici de s’assurer que notre méthode de modélisation par dynamique moléculaire
apporte des résultats cohérents avec I'expérience. Cette premiére étude consiste ainsi a
vérifier la stabilité en solution de la conformation du peptide clivable, sélectionnée, dans le
site actif de la protéase.

A l'issue de la dynamique moléculaire, notre premiére observation est que le ligand clivable
ne se détache par de la protéase au cours de la dynamique ce qui montre le choix cohérent
de la pose d’amarrage moléculaire.

Nous analysons tout d’abord cette dynamique par un RMSD de I'’ensemble du complexe, qui
est comparé avec la position initiale servant de référence. Les résultats sont donnés dans la

figure 33.
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Figure 33 - RMSD du complexe protéase et peptide clivable par rapport a sa position
initiale en référence

Bien que les valeurs de RMSD soient faibles, nous observons un profil Ilégerement ascendant
le long de la trajectoire. Afin de déterminer si cet écart de distance interatomique est causé
par le mouvement de la protéase ou de la séquence clivable, nous avons utilisé la méme
méthodologie pour faire une analyse RMSD de la protéase seule et de la séquence clivable

seule. (Figures 34 et 35)
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Figure 34 - RMSD de la séquence clivable seule par rapport a sa position initiale
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Figure 35 - RMSD de la protéase seule par rapport a sa position initiale
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L'analyse de la séquence clivable seule, comparée a sa position initiale, montre un écart
important di au mouvement de celle-ci durant la dynamique.

Ce mouvement d’'importance est d a I'adaptation structurale de la séquence clivable qui a
été obtenue par amarrage moléculaire. Une analyse visuelle de la derniére position de la
séquence clivable, au coeur du site actif, durant la dynamique moléculaire montre cette
évolution par rapport a la position initiale de la séquence clivable utilisée pour la MD

(obtenue par amarrage moléculaire et présenté précédemment). (Figure 36)

Figure 36 - Position initiale de la séquence clivable dans la protéase, aprés I’amarrage
moléculaire et avant la MD (a gauche) et position finale de la séquence clivable dans la
protéase, aprés MD (a droite)

Nous observons effectivement un mouvement important de la séquence clivable au cours du
processus dynamique. Néanmoins, les éléments clés de l'interaction entre la protéase et la
séquence clivable sont conservés. En effet seul le fragment de début de la séquence opéere
un mouvement (Thr-Leu-Arg-Gly).

De plus, les extrémités de la séquence clivable, censées lier la séquence d’accroche d’'une
part et la cateslytine d’autre part, sont toujours tournées vers I'extérieur de la protéase, ce
qui rend toujours possible I'accessibilité de la séquence clivable par la protéase dans le
tribloc.

L'analyse des interactions entre la séquence clivable et la protéase apres équilibration

montre toujours une interaction importante entre les deux systemes. La liaison ionique
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entre VAL1 de la protéase et le glutamate de la séquence clivable est conservée. De plus, un
réseau de liaisons hydrogénes est toujours présent au sein de la protéase, impliquant ASP93,

HIS51, SER169 et I'acide glutamique de la séquence a cliver. (Figure 37)

Figure 37 - Interactions entre la séquence clivable et le site actif de la protéase V8 apres la
MD.

Ainsi, les interactions nécessaires a la bonne conformation de la séquence afin qu’elle puisse
étre clivée sont conservées.

De cette étape, nous extrayons la conformation dite "bioactive" de la séquence clivable
c’est-a-dire celle qui permettra le clivage par la protéase. Cette référence nous sera utile
pour identifier, dans I'ensemble de nos études, si la partie clivable du tribloc aborde une

structuration capable d’étre coupée par la protéase V8.

6.2. Analyse structurale avec le tribloc en solution
L'analyse simple de la dynamique protéase-séquence clivable nous a permis de conclure que
la séquence clivable seule possede les interactions et une conformation cohérente avec son
clivage réel. Néanmoins, il s’agit de savoir maintenant si cette conformation est possible et

accessible a la protéase dans le systéme tribloc en solution dans son ensemble.
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Dans un premier temps, afin de vérifier si la conformation de la séquence clivable dans le
tribloc est compatible avec une interaction avec la protéase, nous avons réalisé une analyse
RMSD ou la conformation du peptide clivable, identifiée dans la partie précédente de ce

manuscrit, sert de référence. (Figure 38)
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Figure 38 - RMSD de la partie clivable présente dans le tribloc par rapport a la partie
clivable obtenue aprés amarrage moléculaire et dynamique moléculaire

L’analyse nous permet donc de voir si une conformation de la séquence clivable du tribloc
pendant la dynamique n’est pas éloignée de celle obtenue précédemment par MD pour le
peptide clivable seul. Il s"avere que I'analyse de la chaine principale montre des RMSD faible
et donc une similitude importante dans la conformation. Nous avons mis en place un seuil
de 2,0 Angstrom en dessous duquel le RMSD était considéré comme faible et présentant une
conformation similaire. Ce seuil a été choisi sur la base de deux critéres : tout d’abord cette
valeur de 2,0 Angstrom correspond au seuil de clustering utilisé dans des calculs d’amarrage
moléculaire pour discriminer deux poses (Goodsell et al., 1996; Morris et al., 1996). Ensuite
ce critére est également visuel. En effet, la superposition de la séquence clivable du tribloc

(les parties cateslytine et accroche ont été enlevées par confort visuel) avec la séquence
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clivable seule obtenu précédemment, montre une similitude entre les chaines principales qui

est presque totale. (Figure 39)

Figure 39 - Superposition de la séquence clivable du tribloc (en bleu) par rapport a la
séquence clivable seule (en vert)
Ainsi, le tribloc adopte naturellement une conformation qui permet, en solution, une
interaction entre la séquence clivable et la protéase. Nous avons donc une cohérence entre
les données expérimentales et la modélisation quant a I'existence du mécanisme en
solution. La suite de notre étude, maintenant, se porte sur la compréhension des pertes de

propriétés antimicrobiennes lorsque le systeme est greffé sur une surface.

6.3. Protéase associée au peptide tribloc adsorbé sur une surface d’or
Dans le cadre de cette analyse structurale, nous avons réutilisé les dynamiques des 5
structures représentatives du tribloc sur surface d’or. Nous avons réalisé les RMSD de ces
dynamiques en utilisant, cette fois, pour référence la séquence clivable bioactive
positionnée dans la protéase a la toute fin de la dynamique en solution. De ces RMSD, nous
avons isolé des structures selon deux critéres : le RMSD est inférieur & 2 A d’une part et ces
structures devaient étre a un intervalle de temps ou le tribloc était adsorbé sur la surface

d’autre part.
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Une représentation d’un de ces RMSD est donnée dans la figure 40 (les 5 RMSD apportant

des résultats similaires).
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Figure 40 - RMSD de la dynamique de la séquence clivable, présente dans la séquence
tribloc adsorbée sur surface d'or, comparé a la partie clivable isolée, correspondant a la
conformation bioactive

L’analyse RMSD montre un écart assez faible (inférieur a 2 A) indiquant une conformation de
la séquence clivable du tribloc plutot similaire a celle du peptide clivable seul présent dans la
protéine.

Nous pouvons donc, a cette étape, supposer que I'absence d’activité n’est pas liée a une
perte de conformation de la séquence clivable au sein du tribloc compte tenu de cette
ressemblance géométrique. Le clivage est donc toujours a priori réalisable une fois le
systéme greffé sur surface.

Afin de poursuivre cette analyse, nous avons positionné la protéase V8 dans la configuration
nécessaire au mécanisme de coupure, par rapport a la séquence clivable dans le peptide
tribloc, tout en conservant autour de ce complexe : les parties d’accroche et
antimicrobienne du peptide tribloc ainsi que la surface d’or. Les résultats ont ainsi été

exploités pour les 5 structures représentatives de la séquence tribloc et ont conduit a des

184



Chapitre 5 : Etude de nouveaux revétements antimicrobiens

conclusions identiques. Une représentation pour I'une des 5 structures est donnée dans la

figure 41.

Figure 41 — Complexe séquence clivable-protéase dans la configuration permettant le
mécanisme de coupure. La séquence clivable bioactive est représentée en rouge avec
autour d’elle le reste du peptide tribloc, la surface d’or en jaune et la protéase V8 en gris

Cette figure 41 est édifiante, nous constatons ainsi que lorsque que le systeme tribloc est
adsorbé sur une surface, la protéase devrait traverser celle-ci pour atteindre le peptide
clivable et couper ce dernier !

Il est donc impossible, du point de vue géométrique, pour la protéase d’atteindre le peptide
clivable, expliquant ainsi la perte d’activité antimicrobienne sur surface puisque celle-ci est
intrinséque a la libération de la cateslytine dans le milieu par le biais de ce clivage. Nous
démontrons donc, sans équivoque, qu’il est structuralement impossible de cliver la
séquence.

Cette derniére observation est ainsi un premier élément clé permettant d’expliquer la perte
d’activité bactéricide du systéeme une fois greffé sur surface, car comme nous l'avons
explicité précédemment, la cateslytine doit étre libérée dans le milieu pour agir, or cette

libération est entierement lié a la coupure de la partie clivable du tribloc.
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7. Cateslytine sur Au

La seconde hypothese pour expliquer la perte d’activité bactéricide lorsque le systeme
tribloc est greffé sur une surface reléeve de l'interaction entre le peptide antimicrobien (la
cateslytine) et la surface d’or. Cette affinité particuliere a déja été quelque peu appréciée
lors de la dynamique de la séquence tribloc sur la surface, avec un point d’amarrage sur
celle-ci.

Nous nous intéressons ici a la dynamique moléculaire de la cateslytine sur la surface d’or.
Pour cette derniére, nous considérons notre modeéle incluant une redistribution de charges a
sa surface.

Les résultats de la dynamique moléculaire sont donnés ci-dessous. Tres rapidement (aprés
moins de 9 ns de dynamique) la cateslytine s’adsorbe sur la surface d’or avec un premier

point d’ancrage situé ici sur une arginine (figure 42).

Figure 42 - Adsorption de la cateslytine sur une surface d'or observée par dynamique
moléculaire. Premier point d'ancrage

Apres 200 ns de dynamique, nous remarquons que l'intégralité du systeme se couche sur la

surface. (Figure 43)
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Figure 43 - Adsorption de la cateslytine sur une surface d'or observée par dynamique
moléculaire. Fin de la dynamique

Ces résultats montrent ainsi une affinité de la cateslytine pour la surface d’or ce qui implique
une seconde limite au processus mis en place : méme en présence d’une coupure de la
séquence clivable, le peptide antimicrobien pourrait préférer tomber sur la surface d’or

plutdt que de s’attaquer au staphylocoque doré.

8. Une autre surface : le quartz

Nous nous sommes également intéressés a un autre support composé de quartz afin
d’adsorber notre systeme tribloc. Les parametres pour cette surface sont issus de la

littérature (Emami et al., 2014) et explicités dans la figure 44.

Na*
H e 12—6 L] CVFF,
+0.4 @ CHARMM, AMBER
osilanol
_0 9 sil
: atom charge (e) o, (A)  (kcal/mol)
Si +1.1, +0.725%  4.15 0.093
O (bulk) —055 347 0.054
c:)b :; \ O (silanol) —tiggs‘: 347 0.122
' H +0.40 1.085" 0.015"
Na' +1.0 3.17° 0.094¢

Figure 44 - Parameétres pour la surface de Quartz. Le tableau montre les paramétres pour
les termes non liants avec la charge atomique partielle ainsi que o;; et €;; les paramétres de
Lennard Jones. (figure d'aprés (Emami et al., 2014))
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Les résultats obtenus pour ce modele de quartz sont comparés a des surfaces de verre du
point de vue de I'expérience, le modele de quartz s’avérant étre un modeéle permettant de
modéliser efficacement des surfaces de verre en modélisation moléculaire. (Emami et al.,
2014)

Dans le modeéle de verre expérimental, nous sommes en présence d’une structure amorphe
avec des groupements SiO™ et SiOH. Sur notre modéle de quartz nous considérons qu’il n’y a
gue des groupements SiOH car nous n’avons pas d’information sur la proportion de SiO™ et
SiOH présents expérimentalement, ni sur la répartition de ces groupements. De plus, le
systeme tribloc étant globalement chargé positivement, comme décrit précédemment,
I’hypothése est émise que si le systeme s’adsorbe efficacement sur une surface de SiOH,
I'apport de charges négatives lié a SiO" ne pourra que faciliter davantage cette adsorption.
En d’autres termes, si le tribloc s’adsorbe sur SiOH, il s’adsorbera forcement sur SiO".
La dynamique moléculaire du systéme tribloc sur cette surface est réalisée selon un
protocole similaire a celui évoqué précédemment pour I'adsorption sur les surfaces d’or. Au
commencement de la dynamique, les systemes tribloc ne sont pas adsorbés sur la surface.
Aprés environ 30 ns de dynamique, le systeme tribloc s’adsorbe par I'intermédiaire d’un

premier point d’ancrage sur la surface (figure 45).

Figure 45 : adsorption partielle du tribloc sur la surface de quartz
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Puis la séquence s’adsorbe intégralement et se couche vers la surface aux alentours de 50 ns

de dynamique (figure 46).

Figure 46 Adsorption totale du tribloc sur surface de quartz

Tout comme sur la surface d’or, nous constatons une affinité de notre systéme tribloc pour
la surface de quartz avec une adsorption importante de celui-ci. Au cours de I'étude, le
systéme est également resté adsorbé sur la surface montrant la stabilité du complexe. Les
résultats sont ici reproduits dans les 5 structures représentatives utilisées durant notre
étude.

De méme que pour 'or, la question de la perte de propriété bactéricide lors de I'adsorption
du tribloc sur la surface est prospectée, avec en premier lieu I'interaction de la protéase avec
la partie clivable. Une premiere étude comparative entre le peptide clivable étudié par
amarrage moléculaire précédemment et le peptide clivable issue du systeme tribloc adsorbé

sur la surface de quartz est réalisé par I'intermédiaire d’'un RMSD (cf. figure 47).
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Figure 47 - RMSD de la séquence clivable, issue du peptide tribloc adsorbé sur une surface
de quartz, comparée a la partie clivable dans sa configuration bioactive

Aprés adsorption, le RMSD se stabilise autour de 2.5 A soit une valeur relativement faible
indiquant une superposition vraisemblablement plutét bonne entre les 2 séquences.

Si I'on superpose maintenant ces deux représentations comme précédemment en gardant
également les parties d’accroche, antimicrobienne ainsi que la protéase, nous observons des
résultats similaires a ceux obtenus pour la surface d’or. En effet la géne occasionnée par la
surface pour que la protéase puisse atteindre la partie clivable est également relevée
maintenant la conclusion quant au lien entre cette affinité du tribloc pour la surface et

I"'absence des propriétés bactéricides, liées a I'absence de clivage.
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Conclusion

Nous avons ainsi pu présenter un systeme peptidique composé de 3 parties aux roles
distincts : une partie d’accroche, une partie clivable coupée spécifiquement par une
protéase de surface du staphylocoque doré libérant ainsi la troisieme partie du systeme,
possédant des propriétés antimicrobiennes. Le systéeme a prouvé son efficacité
expérimentalement parlant en solution, mais se retrouve inefficace lorsqu’il est greffé sur
une surface.

Des analyses du peptide tribloc adsorbé sur des surfaces d’or et de quartz montrent tout
d’abord la bonne affinité de celui-ci pour ces surfaces respectives et un maintien du
complexe dans le temps. L'affinité est relativement importante et le systéme se couche
rapidement sur la surface, soulevant ainsi deux questions importantes, qui peuvent
expliquer la perte d’affinité. Est-il possible dans ce cas pour la protéase d’approcher la
séquence clivable afin de couper cette derniére et ainsi de libérer la cateslytine dans
I’environnement ? Et méme si la cateslytine est libérée, peut étre atteindre le staphylocoque
doré afin de mener a bien son action antibactérienne ?

L’étude de l'interaction entre la cateslytine et la surface d’or montre une réelle affinité du
peptide pour celle-ci, amenant une possible compétitivité non négligeable entre interaction
surface-peptide et une interaction bactérie-peptide. Ce cas de figure montre ainsi la
nécessité d’éloigner un maximum le peptide antimicrobien de la surface afin de favoriser son
action sur la bactérie.

L’adsorption du peptide se couchant sur la surface entraine également des complexités
qguant a l'interaction de la partie clivable avec la protéase. En effet I'analyse montre que
lorsque le systeme est adsorbé, la protéase devrait pouvoir traverser la surface afin de se
positionner selon le mécanisme de coupure envisagé. Il est donc impossible pour la protéase
d’opérer dans ce cas de figure. Ici encore, une solution reviendrait a éloigner au maximum le
peptide clivable de la surface afin de favoriser I'attaque de la protéase sur celui-ci sans géne
stérique et ainsi permettre la libération de la cateslytine.

Des perspectives peuvent étre imaginées avec I'utilisation par exemple d’'un champ de force
polarisable afin d’améliorer notre modeéle, ou bien utilisant un modéle de verre qui soit plus

proche encore de la surface de verre du point de vue expérimental.
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Le présent travail a permis d’explorer les mécanismes fondamentaux liés a I’élaboration de
biomatériaux pour deux types d’application, a I’échelle atomique et mesoscopique, par
I"utilisation d’outils de modélisation moléculaire.

Ma thése de doctorat m’a permis d’appréhender ces problématiques avec une étude multi-
échelle (a la fois en quantique et en mécanique moléculaire) de systémes expérimentaux
impliquant des biomolécules.

Dans un premier projet, nous nous sommes intéressés a |'élaboration d’un biocapteur
impliquant un transistor a effet de champs de type EGOFET et nous avons porté un regard
plus particulier sur le canal semi-conducteur du transistor. Afin de I'optimiser nous avons
proposé I'utilisation de graphéne, un matériau conducteur qui a la capacité de passer a |'état
de semi-conducteur lorsque des molécules riches en électrons, par exemple, sont adsorbées
sur sa surface.

Nous avons ainsi étudié le processus d’adsorption entre des molécules de type
métalloporphyrine et une surface de graphene dans le but d’étudier les modifications des
propriétés électroniques du graphéne du a cette adsorption. Nous avons exploré et identifié,
dans un premier temps, les structures les plus stables et constaté que le processus
d’adsorption était hautement dirigé par des interactions de type van der Waals. L'ouverture
de gap engendrée par cette adsorption a été calculée et comparée a des valeurs
expérimentales pour certains systémes avec un bon accord, montrant ainsi que les
porphyrines sont de bons candidats pour I'ouverture de ces gaps électronique sur les
surfaces de graphene. Nous avons identifié deux cas de figures distinct liés a une adsorption
trés largement controlée par la taille des rayons atomiques, I'occupation des orbitales 3d et
la structure du squelette de la porphyrine.

Nous avons vu que pour un rayon atomique du métal important, le processus d’adsorption
est guidé par celui-ci (cas du titane), tandis que pour un rayon beaucoup plus petit (cas du
zinc) le processus est cette fois-ci guidé par le squelette de la porphyrine et ses substituants
phényles. L'analyse des propriétés électroniques par DOS et PDOS ont également montré
que l'ouverture du gap était vraisemblablement corrélée a la proximité des orbitales d du
métal et du niveau de Fermi.

Cette étude se poursuit actuellement avec le design de nouveaux systémes moléculaires a
base de métalloporphyrines ou composés de deux groupements triazine bi-substitués par
des chaines alkyles et séparés par un benzéne, afin d’une part, de favoriser les interactions
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de type m-stacking entre les plans de graphene et les cycles aromatiques de la molécule, et
d’autre part les forces de dispersion de London entre les chaines alkyles et la surface du
graphene. Les chaines alkyles peuvent également servir a établir une interaction entre
molécules par inter-digitation et ainsi favoriser la cristallisation et la formation d’une couche
mince a la surface du graphene tout en évitant I'arrangement intermoléculaire de type «
pelote statistique ». De plus, la présence d’atomes d’azote induit un transfert de charges, ne
perturbant que faiblement la structure du graphéne et pouvant induire un dopage de type n.
Nous nous sommes également intéressés a une autre facette de ce biocapteur avec une
étude autour de l'interaction biologique. Ici I'étude réside autour de l'interaction entre des
composés polluants que sont le 2.4-D et le diclofenac, avec leurs immunoglobulines cibles.
Les structures de ces édifices biologiques n’étant pas connu, une premiére approche par
amarrage moléculaire croisé a permis de définir une structure consensus pour une
immunoglobuline adéquat. Nous avons vérifié que I'interaction du 2.4-D et du diclofenac a
I'intérieur de cette immunoglobuline permettait de laisser libre, vers I'extérieur de la
molécule, une partie permettant le greffage sur une surface grace a des réactions de chimie
click impliguant des diazonium. |l s’agit d’une stratégie trés bien maitrisée
expérimentalement au sein de notre laboratoire. Nous avons également investigué la taille
optimale de la chaine carbonée, entre le ligand d’intérét et I'accroche a la surface, a prendre
en compte pour ne pas engendrer de géne stérique entre I'immunoglobuline et la surface
d’accroche.

Dans un second projet, nous nous sommes intéressés a un systeme composé de trois
parties, destiné a la lutte contre des agents pathogenes dangereux tels que Staphylococcus
Aureus, et plus largement contre les maladies nosocomiales. Ce systeme est composé d’une
partie accroche permettant de lier I'édifice a une surface, d’une partie clivable qui peut étre
coupé spécifiguement par une enzyme du staphylocoque doré, venant ainsi libérer dans le
milieu la troisieme partie du systéme qui est antimicrobienne. Expérimentalement, ce
systéme tribloc fonctionne tres bien en solution mais devient inefficace lorsqu’il est greffé
sur une surface.

Nous nous sommes ainsi intéressés a ce dispositif en solution et sur surface grace a la
modélisation moléculaire afin de comprendre pourquoi cette perte d’efficacité a lieu. Deux

idées principales ont été étudiées, avec tout d’abord la capacité de I'’enzyme de surface du
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staphylocoque a réaliser le clivage nécessaire a la libération du peptide antimicrobien dans
le milieu, y compris lorsque le systéme tribloc est adsorbé sur une surface.

Nous avons mis en lumiere, dans un premier temps, le processus de clivage du systeme par
I’enzyme qui est un mécanisme connu de protéase a sérine, largement étudié dans la
littérature. Nous avons ainsi constaté que méme accroché sur la surface, tous les prérequis
structuraux a cette coupure étaient présent dans notre systéme du c6té du peptide clivable.
En revanche, une géne stérique tres importante entre I’enzyme et la surface d’or rend cette
coupure totalement impossible.

Nous avons également constaté que la cateslytine (partie antimicrobienne) possédait elle
aussi une forte affinité pour la surface d’or utilisé, provoquant une chute compléte du
systeme tribloc sur la surface et non uniquement une adsorption par la partie d’accroche.
Une étude de la cateslytine seule sur surface d’or a aussi confirmé cette forte appétence.
Cette double difficulté explique raisonnablement I'absence d’efficacité lorsque le systeme
tribloc est greffé sur une surface. Ainsi une double solution serait a la fois d’empécher le
systéme tribloc de chuter entierement sur la surface et de forcer une interaction
uniquement par l'intermédiaire de la séquence d’accroche, permettant de se prémunir de la
géne stérique et d’inciter la cateslytine a étre libérée dans le milieu et non a s’adsorber sur
la surface.

A partir des conclusions formulées dans ce manuscrit, nous pourrions envisager des
améliorations et extrapolations dans le cadre des deux projets.

Les études menées au niveau électronique, relatives aux métalloporphyrines, pourraient
s’étendre pour l'intégralité des métaux de transition afin de cataloguer rigoureusement les
propriétés de chacun et prévoir le design de systemes spécifiques en fonction d’une
application visée.

Par rapport aux revétements antibactériens, il serait intéressant de mettre en jeu des
solutions pour se prémunir de l'adsorption de la cateslytine sur la surface d’or. Nous
pourrions par exemple penser a fonctionnaliser la surface au préalable avec des
groupements chargés positivement afin de provoquer une répulsion entre la cateslytine et
ce revétement. Le peptide tribloc serait ainsi éloigné et accessible a la fois pour le clivage et
a la fois pour la libération en solution du peptide antimicrobien. Les études réalisées sur

surface d’or et de quartz pourraient également étre étendues a d’autres types de surface
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tels que le dioxyde de titane par exemple. Pour cela une nouvelle étude préalable afin de

paramétrer correctement le champ de force pour une telle surface sera nécessaire.

Nous pourrions améliorer nos modeles, notamment pour la surface de verre, en construisant
un modeéle autre que celui du quartz pour représenter ce type de surface.

Enfin nous pourrions poursuivre nos études en utilisant un champ de force polarisable.
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Résumé de la thése en Francais :

La confection de dispositifs impliquant des biomolécules, notamment dans le cadre de Ila
détection (biocapteurs) ou de la protection contre des pathogenes (revétements
antimicrobiens), compte toujours un grand nombre d’interrogations notamment a I'échelle
atomique. Dans ce contexte, nous avons utilisé les outils de la modélisation moléculaire afin
de réaliser des études multi-échelles (a la fois en quantique et en mécanique moléculaire)
pour étudier des systemes (expérimentaux) impliquant des biomolécules et solutionner des
problématiques. L'étude a été menée au sein de deux projets.

Dans le cadre du premier d’entre eux, nous nous sommes tout d’abord intéressé a
I'optimisation d’un biocapteur impliquant un transistor a effet de champ de type EGOFET, en
nous concentrant plus particulierement sur le canal semi-conducteur du transistor. Dans un
second temps, nous avons réalisé une étude autour de I'interaction biologique et spécifique
du biocapteur.

Dans le cadre du second projet, nous nous sommes intéressés a un revétement
antimicrobien. Celui-ci s’appuie sur le greffage d’un peptide comportant une séquence
d’accroche, une séquence antimicrobienne ainsi qu’un site clivable par une enzyme
spécifiqgue au pathogene que I'on souhaite traiter. En présence de ce dernier uniquement, le
peptide antimicrobien est ainsi libéré dans le milieu. Bien que ce systeme fonctionne
parfaitement en solution, ses propriétés bactéricides sont perdues lorsqu’il est greffé sur
une surface, une étape indispensable pour une utilisation dans le domaine biomédicale.
Nous avons ainsi étudié ce systéeme grace a la modélisation moléculaire afin de comprendre

la perte de ces propriétés.

Abstract :

The tailoring of devices involving biomolecules, for applications such as the detection
(biosensors) or protection against pathogens (antimicrobial coats), still introduce several
interrogations at an atomic point of view. In this context, we used molecular modelling tools
in order to realize multi-scale studies (quantic level and molecular mechanics level) about

experimental systems and solve issues. We interested in two projects.



In the first one, we firstly focused on biosensor involving filed effect transistor (EGOFET
type), by studying the optimization of the semi-conductor channel. Then we interested in
the specific biological interaction of the biosensor.

In the second one, we interested in an antimicrobial coat. This device is composed by a
peptide containing three parts: an anchoring one, a cleavable one which can be cut
specifically by a surface protease of the target and so, release the last peptide in the area
which involves antimicrobial properties. The system is very efficient in solution but when it’s
grafted on a surface, antimicrobial properties disappear. Consequently, we used molecular
modelling tools in order to prospect those antimicrobial properties loss.



