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Introduction générale

Un des nombreux axes de recherche de la médecine et des sciences pharmaceutiques
est la découverte de médicaments pouvant s’accumuler de maniere spécifique dans les
tissus. Durant ces dernieres décennies, de nombreux groupes se sont focalisés sur la
recherche de molécules visant a améliorer la pharmacodynamique des principes actifs.
Ces molécules peuvent étre basées sur des substances biologiques existantes au sein des
organismes vivants ou faire intervenir des molécules artificielles synthétisées dans 'op-
tique d’améliorer le transport de médicaments. Un nombre important d’expériences
in-vivo et in-vitro ont déja été menées afin de comprendre comment ces systemes d’ad-
ministration fonctionnent et de déterminer leurs impacts sur les organismes vivants.
L’augmentation de la puissance de calcul des ordinateurs a permis 1’émergence d'un
nouvel outil pour explorer le fonctionnement, a 1’échelle moléculaire, des processus
biologiques par le biais d’expériences dites in-silico en ayant recours a des simulations
numériques.

Des simulations antérieures a cette these ont démontré la possibilité pour des molé-
cules possédant des sites de titration, c’est a dire pouvant changer leurs états de proto-
nation en fonction de leurs environnements, de traverser la membrane cellulaire. Cette
derniere est une structure délimitant la cellule dans I'espace et agissant comme une

barriere contre la majorité des molécules. Il a été supposé alors que ces molécules,

vii



viii Introduction générale

habituellement chargées en milieux aqueux changeaient leurs états de protonation a
I'interface, devenant ainsi électriquement neutres et pouvaient alors passer a travers
la membrane. Compte tenu de la grande variété de molécules thérapeutiques dont la
taille peut devenir relativement importante, cette these porte sur I'interaction entre une
fonctionnelle titrable pouvant se retrouver dans une grande variété de principes act-
ifs et de cargos et la membrane. Cette derniere, étant un assemblage complexe de dif-
férentes molécules, sera modélisée par une bicouche lipidique. Il sera ainsi possible d’é-
tudier l'influence des propriétés de la membrane sur le transfert de molécules et plus
particulierement sur le transfert d’espéces titrables en changeant les phospholipides la
composant. Des simulations de dynamique moléculaire qui permettent d’étudier ces
systemes a 1’échelle de la molécule, ont été couplées a des calculs d’énergie libre afin de
déterminer des quantités thermodynamiques et d’évaluer de la faisabilité du processus
de transport. Ces résultats sont utilisés pour estimer le pK, de la molécule en fonction
de la profondeur de pénétration dans la membrane. La connaissance du pK, permet
de déterminer la proportion d’especes sous forme neutre (déprotonée) par rapport a la
proportion d’especes sous forme chargée (protonée) et donc de définir une zone ot le
changement d’état de protonation est susceptible de se produire. Afin de décrire pleine-
ment ce processus, nous avons estimé la perméabilité, grandeur cinétique qui renseigne
sur la vitesse de transfert lorsque celui ci a lieu. Au final toutes ces données ont permis
d’obtenir une vue compléte du changement d’état de protonation lors du passage de

I'espéce titrable a travers la membrane.

Les derniers travaux entrepris pendant cette thése ont consisté a considérer le trans-
fert selon un processus plus complexe prenant en compte non seulement la position
de la molécule mais également son hydratation. Des surfaces d’énergie libre multidi-
mensionnelles ont donc été estimées et ont mis en lumiére de nouvelles possibilités de
changement d’état de protonation en fonction du nombre de molécules d’eau hydratant

la fonction titrable.
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Dans un premier chapitre, les membranes cellulaires seront présentées. Je montr-
erais également comment les propriétés physico-chimiques des membranes sont mod-
ulées par le type de lipides qui les composent et je discuterais de I'impact potentiel de
ces variations sur la perméabilité. Un apercu des impacts potentiels sur la perméabilité
y sera également présenté. Le deuxieme chapitre se focalise sur les méthodes numé-
riques utilisées au cours de ces travaux pour étudier le passage et la protonation du
peptide. La dynamique moléculaire y est présentée suivit par les différentes méthodes
pouvant étre utilisées pour estimer I'énergie libre associée au transfert. A partir de cette
quantité, je montre comment des valeurs de pK, peuvent en étre déduites pour finir le
chapitre par les modeles cinétiques. Finalement, la derniére partie détaille les résul-
tats obtenus au cours de cette these, ’énergie libre associée au transfert, les profils de
pK., dans différentes membranes avec les constantes cinétiques pour finir par les profils

d’énergie libre multidimensionnelles.
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Chapitre

[La membrane cellulaire
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Les molécules a visées thérapeutiques sont des espéces d’origine naturelle ou syn-
thétique ayant des propriétés curatives et/ou préventives a 1'égard des maladies. La
complexité des milieux biologiques rend difficile la rationalisation des interactions en-
tre le produit actif, son site d’action et le reste de 1’'organisme. Comme chaque organ-
isme vivant est constitué de cellules, comprendre I’action d"une molécule thérapeutique
sur ces dernieres est de premiere importance pour la recherche de futurs principes ac-
tifs. Une molécule a visée thérapeutique doit donc étre capable de passer les barrieres

susceptibles d’étre rencontrées afin d’arriver a son site d’action. Parmi ces barrieres, une



2 Chapitre 1. La membrane cellulaire

se trouve étre les membranes biologiques. Ces derniéres sont des parties importantes
des cellules délimitant leur expansion dans l'espace. Leur perméabilité est un critere
important dans 1’étude de la pharmacocinétique d"un médicament. La premiere partie
de ce chapitre est consacrée a la description succincte de la structure de la cellule, suivie
plus particulierement par la présentation de sa membrane. Les deux derniéres parties

porteront sur l'influence des propriétés de la membrane sur le passage de molécules.

1.1 Structure d’une cellule biologique

La cellule (figure [L.1) est considérée comme l'unité de base du vivant et il en ex-
iste une grande variété. Cette biodiversité résulte de 1'adaptation des organismes a leur
environnement. Pour permettre leur survie, I'évolution des espéces a conduit a I'émer-
gence de cellules biologiques pouvant étre trés spécialisées au sein d'un étre vivant.
Afin de classifier les organismes vivants, une division en trois différents domaines a
été proposée par Woese en se basant sur des caractéristiques moléculaires plutdt que
phylogénétiques [1, 2] et plus particuliérement sur de la structure de la cellule. Ces
trois grandes familles sont les eucaryotes (possédant un noyau renfermant le matériel
génétique), les bactéries (ne possédant pas de noyau) et les archaebacteries (se différen-
ciant des bactéries par la composition et 1’organisation de leur membrane cellulaire).
Avant cette classification en trois domaines, un organisme vivant n’était classé que soit
dans le domaine des eucaryotes soit dans celui des procaryotes. L'existence de micro-
organismes ne rentrant dans aucune de ces catégories, et I'apparente ancienneté liée a
sa composition et sa capacité a se développer dans des conditions rappelant celles se
trouvant 3 a 4 milliards d’années auparavant a conduit a nommer ces organismes les
archées ou archaebacteria.

Bien qu’appartenant a des domaines différents, des similitudes existent entre ces do-

maines, archées et eucaryotes ont des protéines et des mécanismes de réplication tres
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proches. Globalement, la membrane des cellules (figure [.T) de ces trois domaines pos-
sedent des constituants communs a savoir des lipides, des sucres et des protéines. Les
lipides sont majoritairement des phospholipides, ce sont des molécules amphiphiles,
avec une téte polaire hydrophile et deux chaines carbonées hydrophobes, qui en mi-
lieu aqueux s’associent naturellement en structures organisées comme des bicouches,
des micelles ou des liposomes. Ces molécules vont ainsi former une matrice perme-
ttant 1’ancrage et le fonctionnement des protéines. La présence de sucres et d’autres
molécules de lipide (comme le cholestérol) va lui jouer un role dans les processus bio-
logiques et sur les propriétés physico-chimiques de la membrane. La proportion de ces
différentes molécules entrant dans la constitution de la membrane varie grandement

suivant le type de micro-organisme considéré.

Réticulum endoplasmique (a)

Appareil de Golgi (b)

Mitochondries (c)

Noyau (d)

Membrane
plasmique

Phospholipide Bicouche lipidique

FIGURE 1.1 — Représentation schématique d’une cellule et de ses constituants.
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1.2 La membrane cellulaire

La membrane est la structure entourant non seulement les cellules et les différents
organites présents a l'intérieur de cette derniére et marque sa frontiére avec le mi-
lieu extérieur. Elle possede une organisation complexe et varie selon le type de micro-
organismes considérés. Elle assure des roles divers et variés allant de la signalisation
inter-cellulaire au transport de nutriments et de molécules entre le milieu intra-cellulaire
et le milieu extra-cellulaire. Elle est un organe vital pour le fonctionnement de la ma-
chinerie cellulaire. En plus de fournir une interface pour la communication avec les

autres cellules et le milieu extérieur, la membrane assure également un role protecteur.

En effet, elle agit comme une barriere contre les éléments indésirables et se révele
étre un obstacle dans le transfert de molécules vers l'intérieur des cellules. La connais-
sance de sa composition, de ses propriétés et de ses interactions avec d’autres molécu-
les est donc primordiale dans le domaine pharmacologique. Cette section & pour but de
décrire les propriétés physico-chimiques de la membrane afin d’appréhender au mieux
la compréhension des phénomenes se produisant a son interface ainsi que les interac-

tions entre ses constituants et les molécules visant a la franchir.

Les premiéres cellules ont du rencontrer deux problemes liés aux propriétés de leur
membrane. Les molécules amphiphiles de lipides ont eu besoin de posséder des chaines
carbonées suffisamment longues pour pouvoir former des bicouches stables mais aussi
rester assez perméables aux nutriments pour assurer la croissance et le fonctionnement
de la cellule [3]. Les membranes formées de lipides ne sont pas reliées entre elles de
maniere covalente mais sont maintenus entre elles uniquement par des interactions

électrostatiques, des forces de van der Waals et des interactions hydrophobes.

— Interactions électrostatiques : Les molécules de phospholipides possedent sou-
vent des charges au niveau de leurs tétes polaires (phosphate et groupements

acide ou amine) et sont en contact avec une concentration ionique présente dans
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les milieux biologiques. L'interaction de molécules de phospholipides avec des
cations en solution peut donc moduler la formation, la structure et les propriétés
de la membrane. Par exemple, dans un milieu possédant une concentration im-
portante en cations divalents, les molécules amphiphiles ont tendance & précip-
iter.

Forces de van der Waals : ce sont les seules forces agissant entre les parties non-
polaires des molécules amphiphiles, c’est a dire les chaines aliphatiques. Ces forces
résultent de la corrélation entre le mouvement des électrons dans le nuage élec-
tronique des atomes. Bien que faibles, elles sont toujours attractives et s’addition-
nent avec la longueur de la chaine, devenant de plus en plus importantes. Comme
les membranes doivent rester stables et fluides pour fonctionner, il en résulte que
les lipides doivent avoir une certaine longueur. Les phospholipides constituants
les membranes des cellules actuelles possedent une longueur de chaine comprise
entre 14 et 24 atomes de carbone, longueur suffisante pour assurer a la fois la flu-
idité et une barriere efficace contre la perméabilité de molécules. Dans des condi-
tions physiologiques, les chaines longues peuvent néanmoins former des phases
solides. Pour cette raison, les cellules eucaryotes posseédent des lipides présentant
une ou plusieurs insaturations (double liaisons cis), pouvant aller jusqu’a six par
chaine. Ces défauts diminuent sensiblement la température de fusion des lipides.
Dans les archées, incapables de synthétiser les lipides insaturés, les chaines pos-
sédent des groupements méthyles et parfois des cycloalcanes répartis le long des
chaines aliphatiques ayant les mémes effets que les insaturations sur la tempéra-
ture de fusion [4].

Interactions hydrophobes : Les membranes biologiques s’assemblent en bicouche
par les interactions entre les chaines carbonées de molécules de lipides et par des
interactions entre les molécules d’eau et les tétes polaires sous l'action d’effets

hydrophobes. Les origines de cet effet proviennent de la rupture de la structure



6 Chapitre 1. La membrane cellulaire

des chaines des lipides et du réseau des liaisons hydrogenes des molécules d’eau
lorsque ces derniers sont insérées dans un milieu aqueux ce qui implique un cott
énergétique [5]. Afin de minimiser la perte d’énergie, les molécules hydrophobes
ont tendance a s’associer entre elles de maniére & minimiser le contact avec la
phase aqueuse. Dans le cas de molécules amphiphiles, comme les phospholipi-
des, la téte polaire hydrophile s’oriente en direction du milieu aqueux et des mo-
lécules d’eau alors que les chaines aliphatiques, hydrophobes, se regroupent entre

elles donnant lieu a la formation de micelles ou de bicouches.

1.2.1 Propriétés physico-chimiques - Composition en lipides

Les propriétés de la membrane proviennent en partie de la structure chimique des
phospholipides la constituant comme la longueur des chaines carbonées, le nombre
d’insaturations, la fonction reliant les queues aux tétes polaires et les fonctions chim-
iques constituants ces derniéres (voir figure[[.2).

Les membranes biologiques sont constituées seulement de quelques types de lipi-
des parmi la vaste variété de molécules que comportent cette famille. Il est possible de
les classer en deux sous catégories, ceux jouant un rdle structurel et ceux jouant prin-
cipalement un role fonctionnel. Au premier groupe appartiennent le cholestérol, les
cérébrosides et les quatres molécules de phospholipides les plus abondantes : la phos-
phatidylcholine (PC), la phosphatidylethanolamine (PE), la phosphatidylserine (PS) et
la sphingomyéline (SPHM). Dans le deuxiéme groupe se retrouvent le phosphatidyli-
nositol jouant un rdle important dans la signalisation cellulaire, ’acide phosphatidique
et le phosphatidylglycerol (intermédiaire dans la synthése des lipides) et d’autres gan-
gliosides intervenant dans le transport d’antigenes. Les cérébrosides sont des molécules
analogues aux SPHM mais avec le groupement phosphocholine chargé remplacé par un

groupement neutre de sucre comme le galactose et le glucose.
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FIGURE 1.2 - Différentes topologies de molécules de lipides existantes dans les
membranes cellulaires. La molécule de POPC (1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine), en haut, est un des phospholipides les plus abondant dans les cel-
lules. En encadré avec des tirets bleus correspond a la téte polaire, la partie apres le
groupement phosphate peut étre interchangeable avec les fonctions présentées en bas
de la page. Entouré avec des tirets verts, le groupement glycérol estérifié relie les tétes
polaires aux chaines aliphatiques, ces derniéres entourées par un cadre en tirets rouges
présentent une insaturation. Sous la molécule de POPC, est représentée une SPHM
(sphingomyéline) avec entouré en noir, la partie commune aux sphyngolipides. En-
core en dessous est représenté une molécule de DPhPC (1,2-diphytanoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine) avec le glycérol non-estérifié et les chaines branchées.
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Israelachvili [6] a proposé d’associer a chaque lipide une forme géométrique lorsque
ceux-ci se retrouvent dans la membrane. Trois représentations sont possibles, la forme
cylindrique, la forme conique dont la base est soit située dans les tétes polaires soit
dans les queues. Ces deux derniers groupes conduisent a des membranes possédant
une courbure intrinseque non nulle (courbure positive ou négative) pouvant créer des
invaginations quand ces lipides se retrouvent dans des membranes planes. La molécule
de DPhPC, par exemple, posséde deux chaines hydrophobes identiques avec quatre
groupements méthyles répartis régulierement le long de la chaine. Cette molécule tend
a adopter une forme cylindrique lorsqu’elle est placée dans une membrane par la for-
mation de structures interdigitées. Ceci a pour conséquence de réduire le déplacement
latéral et la rotation comparé a d’autres molécules de lipides PC. Les molécules de
DPhPC forment des membranes tres stables, ordonnées o1 les molécules sont grande-
ment regroupées entre elles. Les molécules de PS et de PE quand a elles ont plus ten-

dance a induire une courbure au sein d"une bicouche plane.

1.2.2 Asymétrie dans la distribution des lipides de la membrane

Certains lipides impliqués dans la signalisation, comme les polyphosphoinositides,
ne semblent étre présents qu’a la surface de la membrane donnant sur le cytoplasme.
Au contraire, le cholestérol, présent en grande quantité dans les membranes biologi-
ques est plus abondant sur la couche extérieure (donnant vers le milieu extracelullaire).
Cette asymétrie n’est pas strictement conservée et les différents types de cellules pou-
vant étre retrouvés chez les organismes vivants peuvent changer leur distribution en
lipides suivant leur activité. Elle a pour conséquence de séquestrer les phospholipides
acides sur la couche intérieure de la membrane, caractéristique différenciant les cellules
eucaryotes des cellules procaryotes.

Au sein de la bicouche lipidique, le niveau de désordre est maintenu par les dif-

férentes longueurs de chaines des lipides et leurs degrés d’insaturation. Ce désordre
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modifie les propriétés physiques de la membrane. La distribution des lipides au sein
de la bicouche revét également une importance fondamentale, ces derniers peuvent
étre aléatoirement distribués ou rassemblés en domaines.

L’asymétrie de la membrane est entretenue par le réseau trans-golgien et au niveau
de la membrane plasmique par différentes protéines fonctionnant par hydrolyse de
I’ ATP. Par exemple, les transporteurs ABC (ATP Binding Cassette) sont capables de faire
passer les molécules de phospholipides de la couche intérieure a la couche extérieure.
Certaines protéines, appartenant a la famille des P-type ATPases semblent capables de
ramener les lipides de la couche externe vers la couche interne. De nombreuses pro-
téines avec des propriétés similaires, spécifiques a des lipides particuliers, ont été iden-
tifiées dans des levures [7]]. Une autre catégorie de protéines dissipe 'asymétrie, il s’agit
des scramblases [8§].

Un changement dans la composition de la membrane affecte la croissance cellu-
laire, les interactions avec les autres cellules ainsi que le fonctionnement des protéines
présentes dans la membrane. Le systeme immunitaire dépend des interactions entre
les différents types de cellules, ces dernieres étant modulées par la composition des
membranes. Une perte de 'asymétrie au sein de la membrane avec apparition de phos-
pholipides PS a la surface est signe de blessure ou de dysfonctionnement de la cellule
et provoque l'activation de mécanismes immunitaires, notamment leur phagocytose.
Cet arrangement se retrouve également a la surface des cellules cancéreuses. De plus,
la présence de phospholipides acides en surface offre un environnement propice a la

formation de fibres d’amyloides [9].

1.2.3 Propriétés mécanistiques

Jusqu'a présent, la membrane n’a été présentée qu’'en terme de ces constituants.
Durant cette partie, les propriétés macroscopiques provenant de 1’assemblage de ces

constituants seront abordées. Les membranes biologiques possedent des propriétés mé-
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caniques et électrostatiques particuliéres qui sont dépendantes des molécules formant
la membrane et sont essentielles au bon fonctionnement de la cellule. Réciproquement,

I'application de contraintes mécaniques sur la membrane peut altérer sa composition.

Tension liées a la taille des composants de la membrane

L’épaisseur de la membrane est déterminée par la longueur de la partie hydrophobe
des lipides, c’est a dire des chaines carbonées. Leurs degrés d’insaturation et I’angle de
déviation par rapport a la normale de la membrane de ces chaines sont des facteurs
prépondérants. La transition vers une membrane plus fine induit une perturbation dans
le regroupement des lipides augmentant de ce fait son élasticité.

Les protéines transmembranaires, entrant dans la composition des membranes bio-
logiques, possedent des parties hydrophobes dont la longueur spécifique ne corre-
spond pas toujours a l'épaisseur de la partie hydrophobe de la membrane a laque-
lle elles sont ancrées. Ce défaut comprime ou étire la membrane et induit également
un stress mécanique sur la protéine afin d’accommoder les parties hydrophobes de
I'ensemble.

En raison de 1'hétérogénéité des lipides constituant les membranes biologiques, il
est possible d’observer la formation de domaine au sein desquels les lipides d'une
méme famille ont tendance a se regrouper entre eux, on parle alors de raft. En bor-
dure, la différence des interactions entre lipides conduit généralement a déformer les
molécules afin d’éviter toute exposition des parties hydrophobes au milieu aqueux.
Cette déformation posséde un certain cotit énergétique, difficilement mesurable, mais

contribue aux parametres déterminant la taille des domaines et leur stabilité.

Pression latérale

Dans le cas d"'une membrane auto-assemblée, constituée uniquement de phospho-

lipides, la bicouche est libre d’ajuster son aire par lipide, c’est a dire de s’étendre ou de
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se contracter latéralement. Une fois I'équilibre atteint, la résultante des forces agissant
sur la membrane est nulle, y compris les forces agissant dans le plan, a l'intérieur de
la bicouche. Cependant, la composante de ces forces peut étre différente selon la pro-
fondeur dans la membrane et méme si, dans son ensemble, elle apparait stable, ses com-
posants peuvent étre soumis a des contraintes particulierement importantes, les contri-
butions positives étant contrebalancées par les contributions négatives. Au niveau des
tétes polaires la pression est légerement possible, suivi par un large pic négatif dans la
région des glycérols tandis que a I'intérieur, la pression est positive.

Les tensions a l'interface proviennent majoritairement des interactions hydrophiles
et hydrophobes ayant pour conséquence de réduire 'aire par lipide en for¢ant les molé-
cules a se rapprocher les une des autres et, pour des chaines saturées, a s’aligner toutes
dans des conformations trans. Cet effet est contrebalancé par le désordre des chaines
des lipides, plus précisément, par 1’entropie associée aux conformations adoptées par
les queues et aux répulsions entre les tétes polaires. La pression dans le cceur de la mem-
brane est d’autant plus importante que l'aire par lipide diminue. Lorsque les chaines
sont tres ordonnées, une faible variation dans l'aire par lipide conduit a une impor-
tante augmentation de liberté conformationnelle pour ces derniéeres. Cet effet devient
plus faible lorsque l'aire par lipide est déja grande, le désordre des chaines étant déja

important, le gain entropique est de ce fait moins important.

Durant I’expansion de la membrane, le volume occupé par les lipides varie peu no-
tamment suite a I'énorme cofit énergétique pour créer des poches de volumes inoccupés
(augmentation de l'énergie de van der Waals au sein des chaines carbonées). Ainsi, la
bicouche a tendance a devenir de plus en plus fine au fur et & mesure de 'expansion.
Pour s’adapter a cette contrainte, les chaines deviennent de plus en plus entremélées et
tordues pour remplir I'espace a I'intérieur de la bicouche tout en gardant une densité

constante.

Les forces induites par ces variations de pression sont localisées dans des zones
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de quelques dngtroms et peuvent étres suffisantes pour influencer la structure et le

fonctionnement des protéines transmembranaires [10} 11} 12].

Volume libre a I'intérieur d'une membrane phospholipidique

Dans le cadre du transfert de molécules au travers de membrane biologique, il est
intéressant de mentionner 1’existence de volume libre, espace non-occupé par des molé-
cules de lipides, pouvant avoir un lien avec la diffusion d’espéce dans les bicouches. La
théorie de la percolation est souvent utilisée pour décrire la distribution de ces poches
de volumes libres au sein d’une bicouche de lipides.

Théorie de la percolation

Cette théorie se focalise sur 1’'étude de la connectivité et de la probabilité d’occupa-
tion d'un site par des grappes distribuées aléatoirement et indépendamment les unes
des autres sur un réseau. Elle permet d’étudier des phénomenes ayant lieu sur des
échelles importantes tout en étant indépendante des détails du systeme.

La distribution de la taille des poches (de volume libre) a l'intérieur d’'une mem-

brane, n(s, p), telle que prédite par la théorie de la percolation est donnée par

n(s,p) ocs "f(Z) (1.1)

ou s est la taille des poches, p la fraction de volume libre et Z définie telle que,

Z = (b pe)s” (12)

La fonction Z décrit la transition du systeme entre un état critique et un état non-
critique. Le parametre p. correspond au seuil de percolation. Ce seuil décrit la forma-
tion de longues poches de vide étendues dans le systéme, notamment lorsque plusieurs

petites cavités deviennent assez nombreuses pour s’associer entre elles. Pour des sys-
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temes ot |Z| — 0, la distribution s’écrit
n(s,p) =s (1.3)

Cette limite s’applique pour des systemes proches de la limite de percolation ou pour

des poches tres petites. Dans le cas ot Z devient tres grand
~0 "
n(s,p) xs “exp(—c"s) (1.4)

Cette derniere équation est valide pour des cavités plus grandes que la longueur de
corrélation, celle-ci pouvant étre vue comme la distance moyenne entre deux points de
volume libre appartenant au méme groupe. Lorsque le seuil de percolation est atteint,
cette longueur devient infinie. Les parametres ¢, 7 sont dépendants de la dimensionnal-
ité du probleme et en trois dimensions valent 6§ = 3/2 et 7 = 2.18. ¢’ est une constante
dépendante du systéme.

Deux types de volume libre peuvent étre distingués. Le premier, le volume libre
vide peut étre estimé comme la fraction de point de la grille résidant en dehors du
rayon de van der Waals de tous les atomes de la boite. La deuxieme catégorie, le volume
libre accessible, est calculé de la méme maniere en ne prenant cependant pas en compte
le rayon de van der Waals de la molécule de soluté. Pour obtenir la distribution de
volume libre le long de la membrane, soit I'information locale sur la distribution des
poches, plusieurs grilles dans le plan de la membrane peuvent étre moyennées dans
une tranche particuliere le long de la normale a la membrane [13].

Distribution du volume libre au sein d’une bicouche lipidique — Implications sur la diffusion

Plusieurs groupes [13, [14) [15] ont ainsi estimé la distribution des poches de vol-
ume libre a I'intérieur d"une bicouche de phospholipides. Cette distribution est complé-
mentaire a la densité d’électron du systéeme, cette observation pouvant se comprendre

comme le volume vide ne peut exister qu’en ’absence de particules (voir figure[.3).
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Les modeéles utilisés consistent a diviser la membrane en 4 régions distinctes [64]
ot la région 1 correspond aux cholines en faible interactions avec les molécules d’eau,
la densité dans cette région restent assez faible. Dans la région 2, la densité des tétes
polaires est la plus élevée et les molécules d’eau sont fortement liées entre elles et aux
groupements phosphates. Cette région comprend également la majorité des glycérols.
La région 3 comprend la partie la plus ordonnée des chaines lipidiques et la densité
y est par correspond plus élevée que dans un alcane liquide. Finalement, la région 4
correspond a la terminaison des chaines aliphatiques, beaucoup moins ordonnées et ot1

la densité est plus faible (figure [1.3a)).
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(a) Volume libre accessible au sein d’une bicouche (b) Volume libre accessible pour une cavité de

constituée de molécules de DPPC pour différentes taille de 0,5 nm de diametre dans une mem-

tailles de cavités, de 0,0 nm a 0,6 nm [13]. brane de DPPC pour différentes concentrations en
cholestérol [15].

FIGURE 1.3 — Répartition du volume libre accessible dans une membrane constituée de
phospholipides estimée par des simulations de dynamique moléculaire.

Les régions 1 et 2 ont pu étre caractérisées comme un fluide constitué de petites
molécules. La région 1 n’est pas vraiment différente du milieu aqueux et reste isotrope.
Le volume libre dans cette région est distribué en plusieurs petites cavités sphériques.
La densité y étant relativement importante, cette région est loin du seuil de percolation

et il existe tres peu de chance pour observer des cavités de tailles importantes. Méme si
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la région 2 est plus complexe, avec une variété d’atomes plus riche et des interactions
plus fortes, mise a part une diminution du volume libre, la distribution et les propriétés

se rapprochent de celle de la région 1.

La région 3 se comporte comme un polymere souple, la densité, le volume libre
et la distribution des poches y sont similaires [17]. La raison de cette similarité avec
les polymeres plus qu’avec les alcanes est due en partie a la corrélation existante entre
les chaines et aux fortes interactions entre les tétes polaires responsables de la den-
sité importante dans cette région et donc de la rareté du volume libre. L'anisotropie
de cette région conduit a des poches plus asphériques que dans les régions 1 et 2 et
préférentiellement orientées le long de la normale a la membrane, conséquence directe

de l'orientation des chaines.

La région 4, pour finir, est riche en volume libre di1 a la présence des terminaisons
des chaines aliphatiques. Le volume libre y est distribué de maniére plus isotrope et en
poches plus grandes ot des solutés de taille relativement importante (¢ ~ 0,5 nm) sont
capables de s’insérer sans déranger la conformation des lipides. Cette région ressemble

a celle d’un fluide d’alcane comme le décane.

La distribution étudiée ici vaut pour une membrane modéle constituée uniquement
de phospholipides. La répartition du volume libre au sein d"une membrane cellulaire
peut étre différente compte tenu de la présence de molécules de cholestérol, d’autres
peptides et de protéines. Par exemple, 'étude par dynamique moléculaire de I'ajout de
cholésterol dans une membrane constituée de phospholipides avec une concentration
allant de 0 % a 50 % a montré que le volume libre décroissait avec I’augmentation de
cholésterol [14],[15].

La distribution des poches de volume libre a I'intérieur d"une membrane est parfois
avancée pour expliquer la diffusion de molécules traversant les bicouches lipidiques
[67]. La présence de ces poches a remi en question [13] la validité du modéle de solubilité-

diffusion tel qu’exprimé par Meyer et Overton [63, [62] o1 la membrane est considérée
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comme étant homogeéne. D’apres la distribution du volume libre au sein de la mem-
brane, le comportement du soluté va étre tres dépendant de sa taille et donc différents
types de mécanismes peuvent avoir lieu. De ce fait, il est pratiquement impossible
d’établir une théorie générale de la diffusion concernant le volume libre.

Cependant, les profils de volume libre et de diffusion a I'intérieur d"une bicouche
phospholipidique montrent une certaine corrélation et laissent supposer un mécan-
isme de saut de poche en poche pour la diffusion d’une molécule de petite taille (& <
0,6 nm) dans des membranes biologiques mais d’autres mécanismes ou phénomenes
doivent étre présents pour expliquer la diffusion de molécules de tailles plus impor-

tantes.

1.2.4 Propriétés électrostatiques

Les phénomenes électrostatiques jouent un rodle important dans les processus bio-
logiques comme dans les processus d’adhésion, les interactions entre les cellules ou les
métabolites entourant ou présent a l'intérieur de la cellule. De plus, les milieux biolo-
giques possédent toujours une concentration ionique créant ainsi un équilibre entre les
ions en solution et la surface chargée ou polaire des membranes. Ces dernieres attirent
les ions vers elles pour former une couche d’électrolytes et contrebalancer les charges
négatives présentes, créant de ce fait une couche de charges positives a l'interface. La
distribution des charges est liée a la compétition entre les interactions électrostatiques
avec la membrane et la contribution entropique des ions en solution ayant tendance a
les disperser. Cette couche d’ions, de cations plus précisément, influence les propriétés
électrostatiques globales de la cellule et les propriétés intrinseques de la membrane.

Toutes les membranes cellulaires possédent un potentiel électrostatique. Ce dernier
est spécifique a chaque type de cellules ou représentatif d'un stade de ces dernieres. Par
exemple, lors d"une liaison des tissus suite a une blessure, les cellules se reproduisent et

proliférent afin de remplacer les cellules mortes ou abimées. Une caractéristique de ces
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cellules est que leur potentiel membranaire est plus faible que celui des cellules saines
au repos. Une fois la réparation terminée, la multiplication des cellules s’arrétent et leur
potentiel membranaire revient a la normal. Cette observation est vraie également dans
le cas de cellules cancéreuses, ayant la particularité de proliférer et de se reproduire de

maniere anarchique, le potentiel est maintenu a son niveau faible.

Origine des différentes contributions au potentiel total

Le potentiel électrique a travers une membrane biologique est une somme de trois
potentiels différents provenant des divers éléments constituants la membrane [21} 22]

— Le potentiel transmembranaire est di a une différence de concentrations en élec-
trolytes de chaque coté de la membrane provenant d’une sélectivité dans les
transports des ions di aux pompes et aux canaux ioniques. Il est mesurable ex-
périmentalement a 1’aide d’électrodes positionnées de part et d’autres de la mem-
brane

— Le potentiel de surface est créé par les charges des tétes polaires et les ions attirés
en surface par ces dernieres. Ce dernier décroit de maniere exponentielle lorsque
'on s’éloigne de la surface.

— Le potentiel dipolaire provient de 1’orientation des dipoles de certaines parties des
lipides et des molécules présentes a l'interface, notamment des molécules d’eau.
Ce dernier est1’objet de beaucoup d’attention car susceptible d'influencer plusieurs
processus biologiques comme la perméabilité des molécules, I’activation de canaux
ioniques ou les fonctions de protéines membranaires.

Les deux premieres contributions ont été les premiéres a étre identifiées. La contri-
bution du potentiel dipolaire est arrivée plus tard avec Liberman et Topaly [23] en ob-
servant que le passage d’anions hydrophobes augmentait la conductivité électrique par
10° comparée a des cations hydrophobes. Pour expliquer le coefficient de partition des

anions plus important que les cations, 1'idée a été d'introduire la présence de charges
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positives a l'intérieur de la membrane. Plus tard Haydon [24] attribua cette particular-
ité aux dipoles des molécules d’eau présents a la surface de la membrane, s’orientant
et apportant une contribution positive au potentiel transmembranaire. Cette déduction
fut possible car les lipides utilisés ne présentaient aucune charge en surface, éliminant

la contribution provenant du potentiel surfacique.

Les origines de ce potentiel proviennent de l'orientation des dipoles associés aux
différents résidus constituant les lipides [25], comme les tétes polaires, ces dernieres
sont porteuses de charges, négatives et/ou positives, les glycérols esterifiés ou non as-
surant la liaison entre les queues lipidiques et les tétes polaires. Méme si les atomes
formant ces liaisons ne possedent pas de charges électriques entieres, ils possedent
néanmoins des électronégativités différentes et donc des charges partielles différentes
et de signes opposés, formant ainsi un dipdle. A cela s’ajoute I'orientation des molécu-
les d’eau a l'interface d a la structuration induite par les tétes polaires. La contribution

provenant de ces derniéres est contrebalancée par le dipole des molécules d’eau.

La contribution des queues lipidiques au potentiel dipolaire reste minoritaire. Pe-
terson et Al. [26] ont étudié le changement dans le potentiel dipolaire ¥ induit par
la mutation d"un atome de carbone en un atome de soufre a différentes positions dans
la chaine carbonée. L'introduction de ce genre de défaut, ou de singularité, dans les
chaines lipidiques conduit a une augmentation de la densité, induite par le regroupe-
ment des lipides dii au soufre et a été pris en compte lors de I'étude. Les membranes
ainsi étudiées furent constituées de molécules de DPPC (1,2 - dipalmitylphosphatidyl-
choline) non-labélisées ou labélisées par un atome de soufre. Il en ressort que la con-
tribution des chaines lipidiques au potentiel dipolaire ne revét qu'un aspect stérique.
Un changement dans la densité de lipide induit naturellement un changement dans la
densité de dipole et donc du moment dipolaire. Aucune autre contribution provenant

des groupements méthylenes n’a été confirmée.
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Le potentiel électrostatique montre deux minimas a l'interface de la membrane et

une barriere a I'intérieur de la membrane. Un exemple est donné sur la figure([1.4]

FIGURE 1.4 — Représentation du potentiel électrostatique associé a la membrane. Ou AW
est le potentiel transmembranaire, Wg est le potentiel de surface et ¥, est le potentiel
dipolaire.

L'interaction de différentes molécules avec la membrane montre une variation dans
le potentiel dipolaire. Une des molécules la plus étudiée est le cholestérol, présent en
importante quantité dans les cellules eucaryotes, jusqu’a 30 % de la composition en lipi-
des [27]. Généralement, lorsque du cholestérol est ajouté dans une membrane de phos-
pholipides, le potentiel dipolaire est augmenté (jusqu’a 100 mV). Cette augmentation
est principalement due a un changement au niveau des tétes polaires du taux d’hy-
dratation, plus précisément dans la région des carbonyles et des interactions dipole-

dipdle entre les molécules de lipides et les molécules de cholestérol [28].
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Importances physiologiques

Le potentiel dipolaire joue un rdle crucial dans les membranes biologiques, a titre
d’exemple, I'amplitude du potentiel au centre de la membrane peut atteindre de 200 a
500 mV, le champ électrique ainsi généré atteignant 108~ 10° V.m™, bien supérieur au
champ généré par un potentiel transmembranaire de 100 mV (= 2.5 x 107 V.m'l) [29].
Cependant, 'intensité du potentiel dipolaire provient de la faible valeur de la constante
diélectrique associée a la partie hydrophobe de la membrane et doit étre relativisée lors
de la présence de protéines membranaires pouvant avoir des cavités remplies d’eau,

ces dernieres possédant une constante diélectrique bien supérieure.

Du fait de son intensité, le potentiel dipolaire revét un aspect important dans le cas
du transfert d’ion ou de molécules polaires a travers la membrane et peut agir sur le

passage de composés.

Certaines molécules possedent la propriété de réduire le potentiel dipolaire. C’est le
cas de la pregnanolone, un stéroide utilisé comme anesthésiant [30]. Apres ajout d'un
composé diminuant le potentiel dipolaire, la perméabilité des molécules se voit égale-
ment réduite, ce phénomene pouvant s’expliquer par l'interaction dipole-dipodle entre

la molécule perméante et sa membrane et les molécules d’eau associées.

De cette maniere, il est possible d’affecter la perméabilité de la peau en traitant la
surface de cette derniere par des composés faisant diminuer le dipdle membranaire,
le transfert d’un anesthésique local est 3 a 5 fois plus efficace. Des résultats similaires
ont été obtenues avec un antibiotique [31]. Cette diminution de potentiel serait du a
un resserrement des lipides entre eux et par la formation de liaisons hydrogenes inter-

moléculaires entre les phosphates des tétes polaires et la molécule en question.



1.3. Influence du pH sur l'internalisation de peptides 21

1.3 Influence du pH sur l'internalisation de peptides

I1 a été depuis longtemps suggéré que la forme neutre des acides ou des bases faibles
était capable de traverser les membranes de maniere beaucoup plus efficace que la
forme chargée. Ces études ont été conduites sur des membranes de globules rouge, de
mitochondries, et des chloroplastes et ont montré une rapide accumulation de la forme
neutre de divers acides carboxyliques et d’amines. Lorsque qu'un gradient de pH est
appliqué [32], la perméation de la forme neutre induit un gradient transmembranaire

de concentration de la base ou de ’acide faible.

Soit la concentration totale d’un acide et d’une base a l'intérieur et a 'extérieur du

liposome

[AH]°Y = [AH]; + [A7]; a Vintérieur
Pour 'acide ! ! 1
[AH|®® = [AH], + [A7], a Vextérieur

tot
[BI;*

— [BH"]; + [B]; a l'intérieur
Pour la base !

[Blft — [BHﬂo + [B], a I'extérieur

o

Dans le cas d"un liposome ot1 le gradient de pH ne varie pas en fonction du temps,
lI'internalisation continue jusqu’a ce que les concentrations en composés a l'intérieur et
I'extérieur deviennent égales [A]; = [A],, ol [A], et [A]; sont les concentrations relatives
a la forme neutre d’'une molécule acide ou basique A a I'extérieur et I'intérieur du lipo-
some, respectivement. La relation entre la constante de dissociation Kq a l'intérieur et

I'extérieur Kq(int) — K4(ext) permet de déduire

[Ai]i [HJr] o)

A, [

BH] [ s

B, [E,

Il en suit qu’a I'équilibre, le gradient de concentration transmembranaire de 1’'espéce est

corrélé au gradient de la concentration en proton. En exprimant cette derniere équation
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en fonction du gradient de pH (ApH) grace a la définition pH — —logig(ag+), olt ag+

est 'activité du proton, il vient

[A7];

[BH'],
— 10PHiPHo _ 1pAPH (1.6)
[A7]

— 10PHiPHo — jpAPH o L 0
< BHT

[¢]

Ainsi, a I'équilibre, la concentration en espece a l'intérieur du liposome comparée a
la concentration a I'extérieur est la méme que le gradient de concentration en proton.
Un gradient de pH de 3 correspond a une concentration 1000 fois plus importante a
I'intérieur de la vésicule comparé a l'extérieur.

La quantité d’espéces pouvant étre accumulée a 1'équilibre en réponse au gradi-
ent ApH est fortement dépendante de la capacité du tampon a l'intérieur du liposome
a maintenir ce gradient, considérant que pour chaque molécule basique internalisée
un proton H' va étre absorbé, augmentant ainsi le pH intérieur et inversement pour
des especes acides. Des molécules possédant plusieurs pK, correspondant a plusieurs
groupes ionizables (comme le citrate) sont alors utilisées comme bain de proton pour

contrebalancer 1’absorption ou le relachement de proton dans le milieu intérieur.

pHo > pH;, [BH(ﬂ pH, < pHj, [A7],

FIGURE 1.5 — Gradient de pH pour l'internalisation de molécules basiques (gauche,
bleu) et de molécules acides (droite, rouge) dans des liposomes.

I1 est a noter que la concentration en base faible a l'intérieur comparée a l'extérieur
suit le gradient de concentration en protons tandis que la concentration en acide faible

reflete 'opposé. A partir des relations précédentes, il apparait, que dans le cas d’une
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base, la concentration en proton dans le liposome doit étre plus faible qu’a I'extérieur,
pH; < pH,, pour pouvoir charger le liposome en espéce basique. De ce fait, dans le cas

d’un acide, la relation est inversée pH; > pH,, (voir figure[L5).

Certains composés pharmaceutiques ont un caractere lipophile et se retrouvent a
I'interface de la membrane, pouvant augmenter sensiblement la concentration en molé-
cules comparé au milieu aqueux. La constante de réaction associée a l'internalisation de
la molécule augmente avec son coefficient de partition eau — membrane. Ce partition-
nement a l'interface a pour effet d’augmenter I’accumulation de molécules a l'intérieur
en réponse au gradient de pH. Un effet similaire est attendu dans le cas ou le com-
posé viendrait a précipiter apres internalisation. Dans le cas de la doxorubicine, I'ac-
cumulation dans des liposomes géants unilamellaires en réponse a un ApH atteint des
concentration de 4M (14 mM dans le milieu extérieur des liposomes) bien supérieures
a sa solubilité dans le milieu aqueux [33]. Dans ce cas, cette concentration anormale-
ment élevée est due a un partitionnement des molécules a l'interface de la membrane
augmentant le nombre de molécules internalisées au-dela des prédictions faites avec la

présence du gradient de pH uniquement.

Les premiéres expériences montrant qu'un gradient de pH puisse existé, étre main-
tenu et mesuré dans des liposomes ont été conduites par Deamer et Al. [34]. L'inter-
nalisation de molécule-sondes fluorescentes a permis d’observer ’accumulation de ces
molécules a l'intérieur de petits liposomes unilamellaires constitués de phospholipi-
des PC. Cette découverte fut suivie de plusieurs expériences utilisant des techniques

expérimentales différentes conduisant aux mémes observations [35] [36]].

L’accumulation de médicaments a l'intérieur des liposomes donne des résultats
thérapeutiques intéressants. Des souris possédants des tumeurs traitées avec la méme
molécule administrée de maniere différente (injectée libre ou encapsulée dans des lipo-
somes par un gradient de pH) ont montré de meilleurs taux de guérison dans le cas de

médicaments encapsulés dans les liposomes [37]. Plusieurs autres composés pharma-
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ceutiques ont put étre internalisés dans des liposomes par la suite [38]. Cette évidence
de l'internalisation de molécules a visées thérapeutiques permet d’ouvrir de nouvelles
voies pour le traitement de cellules tumorales ot1 ces zones sont caractérisées par un

pH plus faible que les cellules saines.

1.4 Problématique

Le transport de molécules biologiquement actives a l'intérieur des cellules peut se
révéler problématique, notamment a cause de la barriére représentée par la membrane.
Une grande variété de stratégies a été développée afin de pouvoir transférer des molé-
cules a visées thérapeutiques a travers la membrane cellulaire.

Ces méthodes peuvent inclurent une action mécanique locale comme 1’electropo-
ration, la microinjection ou la sonication, ou alors utiliser la synergie entre différentes
propriétés physico-chimiques de plusieurs molécules comme le greffage du produit ac-
tif a un transporteur pouvant traverser les membranes biologiques ou cibler un type de
cellule particuliere du fait des interactions spécifiques entre les propriétés de la mem-
brane et celles de la molécule cargo, chacune de ces méthodes ayant leurs avantages et
leurs inconvénients.

Bien que de nombreuses méthodes existent d’ores et déja pour transférer un com-
posé actif, le diagnostique et le traitement des maladies suscitent toujours la recherche
de nouvelles technologies pour le transport et la délivrance de médicaments. Différentes
voies sont actuellement empruntées dans la recherche et le développement de molécu-
les thérapeutiques

— La thérapie ciblée - le vecteur ou la molécule thérapeutique est congue dans 1’objec-

tif de se concentrer sur la zone a traiter et limiter la dispersion dans I'organisme
et 'accumulation dans les tissus sains.

— L'amélioration du transport - 'isolement dans des liposomes ou le greffage du prin-
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cipe actif sur des nanostructures pour améliorer sa stabilité et ses propriétés phar-
macocinétiques.

— L’activation locale - la molécule thérapeutique est activée a distance une fois arrivée
sur la cible par une excitation électromagnétique ou chimique.

— La synergie - différentes molécules sont associées ensemble afin de tirer partie de

o e qe

leur spécificité (imagerie + traitement)

Ces différentes voies de recherche ont permis d’établir une vaste collection de pep-
tides et de molécules organiques capables de franchir la membrane cellulaire, qu’elle
soit d’origine naturelle ou purement synthétique. La maniere dont ces molécules sont
capable de traverser la membrane est dépendante de leur structure et de leurs pro-
priétés physico-chimiques. Elles peuvent déstabiliser la membrane en créant des pores
au sein de cette derniere [39], utiliser les mécanismes naturelles de la cellule [40] (par
exemple I'endocytose) ou encore perturber localement la matrice lipidique pour passer

a travers et se retrouver dans le cytoplasme ou une combinaison de ces approches [41].

Parmi les possibilités existantes pour ces molécules de passer a l'intérieur d"une
cellule, une hypothese émise est de considérer une déprotonation des sites titrables,
c’est a dire des fonctions pouvant changées leur état de protonation, a leur arrivé au
niveau de l'interface de la membrane [42, 43| 44]. Un exemple de ces molécules est

donné sur la figure

L’état de protonation d"une molécule est sensible a son environnement. L’étude des
acides aminés titrables dans les protéines offre d’ailleurs des exemples types de 1'im-
portance de leur état de protonation et de leur influence sur la conformation et le fonc-
tionnement des protéines [45] 46| 47]. La méme problématique se pose donc pour des
molécules ayant des fonctions pouvant changer leur état de protonation et traversant
les différents environnements offert par une bicouche lipidique. La question se pose
donc de savoir si I'état de protonation peut étre modulé par la membrane biologique,

ses propriétés pouvant étre changées en modifiant la composition en lipide de la mem-
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FIGURE 1.6 — Fullerene fonctionnalisé par un peptide titrable, cette macromolécule a
montré des propriétés pharmaceutiques et est capable d’étre internalisée dans les cel-
lules. A gauche, forme protonée (rouge) et a droite forme déprotonée (bleue). Les molé-
cules de de butylamine, analogue d’une lysine, représente une simplification des fonc-
tionnelles reliées au fullerene. Le pK, de ces molécules étant connu, il peut étre utilisé
comme approximation pour celui de molécules plus complexes.

brane. Cette hypothese sera au cceur des investigations conduites durant cette these.
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2.4.3 Taux de réaction et temps de passage moven . . . . ... ... IQ

Ce chapitre est dédié aux techniques utilisées au cours de cette thése pour étudier
le transfert d’especes titrables a travers des membranes biologiques. La premiere partie
de ce chapitre se focalisera sur la dynamique moléculaire, méthode numérique de choix
pour modéliser des systémes en phase condensée a 1’échelle moléculaire. Une deuxieme
partie permettra de traiter les méthodes utilisées dans le but d’estimer 1’énergie libre,
grandeur thermodynamique importante pour I'étude des systemes biologiques, lors
d’une simulation de dynamique moléculaire. Au cours de cette partie, chaque méthode
sera illustré par un exemple de calcul. La troisieme partie explicitera 'estimation du
pK, afin de connaitre la proportion d’especes neutres par rapport a la proportion d’e-
speces chargées. La quatrieme et derniere partie présentera les méthodes pour estimer

les constantes cinétiques afin d’étudier la rapidité du transfert.

2.1 La Dynamique moléculaire

La dynamique moléculaire permet « d’observer » des systemes a 1’échelle molécu-
laire par le biais de simulations numériques. Dans cette partie, le principe de base sera
exposé suivit de notions plus spécifiques comme le champs de force, les ensembles

thermodynamiques. ..

2.1.1 Concept

La dynamique moléculaire est une technique de simulation utilisée pour générer
des configurations successives d’un systeme dans le temps en intégrant les équations
classiques du mouvement. Le résultat de cette simulation est appelé une trajectoire, o1
les positions des atomes et leurs vitesses sont enregistrées en fonction du temps. Cette
trajectoire, en physique statistique, correspond a un échantillonnage dans 1’espace des

phases du systeme simulé et permet ensuite d’en déduire des grandeurs thermody-
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namiques et d’autres propriétés relatives au systeme (diffusion, densité...). Cette tech-
nique est particulierement adaptée lorsque l'on souhaite simuler le comportement a
I"échelle moléculaire d"un systéme (organique ou inorganique) tant que les effets quan-

tiques du systéme ne deviennent pas prépondérants.

La dynamique moléculaire se réfere au deuxieme principe de Newton, qui est le

principe fondamentale de la dynamique

— =m— = f(r) (2.1)

Cette équation décrit le mouvement d"une particule de masse m le long d"une coordon-
née r soumise a une force f. Dans une simulation de dynamique moléculaire ces forces
sont dérivées d'un potentiel. Ce dernier est décrit par un champs de force regroupant
un ensemble de parameétres et de fonctions permettant de définir I'énergie d"un systeme
en fonction de la position des particules. La définition de I'énergie potentielle peut étre
formulée de nombreuses fagons. Une description plus détaillée sera faite plus loin dans

ce chapitre.

Les premieres expériences de simulation de dynamique moléculaire remontent a
1957 avec la simulation d"un systéme en phase condensée constituée de boules rigides
[1]. Les vitesses des particules étaient constantes et la seule force introduite dans le sys-
teme dérivait d"un potentiel de sphere dure, les particules subissaient une collision élas-
tique lorsque ces-derniéres se rencontraient, correspondant a un potentiel infini lorsque

la distance par rapport aux centres entre les deux spheres était égale au diameétre.

Cette premiere simulation contenait 32 particules et durait le temps de 200 000 col-
lisions. A la date de rédaction de cette these, I’état de I'art des simulations comprend
des systemes contenant plusieurs millions d’atomes sur des échelles de temps allant

jusqu’a la ms [2].

Un algorithme de dynamique moléculaire est structuré de la maniere suivante. Tous



38 Chapitre 2. Méthodes numériques

les parametres définissant les conditions dans lesquelles la dynamiques aura lieu sont
d’abord donnés en début de simulation, comme la température, le pas de temps d’inté-
gration, la durée de la simulation. . . La simulation s’initialise alors en donnant les posi-
tions initiales des atomes, définissant la configuration du systeme au temps t(, ainsi que
les vitesses initiales, vy de chaque atome. L'étape suivante consiste a calculer les forces
agissantes sur chaque atome en utilisant 1’énergie potentielle décrite par le champs de
force. Viens ensuite la résolution des équations du mouvement : connaissant les po-
sitions, les vitesses et les forces au temps t, les positions et vitesses des atomes sont
calculées au temps suivant puis les forces sont de nouveaux évaluées. Cette derniere
étape est répétée autant de fois que nécessaire pour calculer la trajectoire sur le temps

de simulation désiré.

Une simulation est habituellement conduite sur un échantillon de taille macroscopi-
que contenant un grand nombre de particules, N, et de ce fait possédant un espace des
phases particulierement étendu. En mécanique statistique, les moyennes correspondant
a des observables expérimentales sont définies en terme de moyennes d’ensemble. Une
moyenne d’ensemble d"une observable A correspond a une moyenne faite sur un grand

nombre de conformations du systéeme et est définie comme

(A)ensemble = //dedrNA(pNarN)p(pNarN) (2.2)

ou I'intégration est faite sur ’ensemble des positions r et des impulsions p et avec p, la
densité de probabilité. Cette intégrale est généralement extrémement difficile a calculer
car elle nécessite la connaissance de tous les états du systeme. Lors d'une simulation de
dynamique moléculaire, les points de cette ensemble sont estimés de maniére séquen-
tielle dans le temps. Une simulation devrait donc en principe passer par tout les états

relatifs au systeme simulé moyennant un temps de calcul suffisamment long.

Une autre possibilité pour estimer la moyenne d"un ensemble est de faire une moy-



2.1. La Dynamique moléculaire 39

enne temporelle, plus courante en dynamique moléculaire. De cette maniere, la moy-

enne d’une observable est donnée par

M
.17 1
(A)temporelle = lim_— /t A(pN(w,rN(t))dmM;Ai(pN,rM (23)

T—00 T —0

ou t est le temps de simulation, M est le nombre de pas de temps dans la simulation
et A(pN(t),r(t)) est la valeur instantanée de A. Un probleme apparait cependant, lors
d’une expérience « classique » en laboratoire, la moyenne de 1’observable obtenue cor-
respond a une moyenne d’ensemble tandis que celle obtenue lors d"une expérience de
dynamique moléculaire correspond a une moyenne temporelle. La solution a ce prob-
leme provient d"une hypothése fondamentale en mécanique statistique, I’hypothese er-
godique. Cette derniere permet d’avancer que la moyenne temporelle d"une observable

est égale a une moyenne d’ensemble

<A>temporelle = <A>ensemble (2-4)

Sur un temps infini, un systéeme évoluant librement aura échantillonné la totalité de ses
états. Le but d’une simulation de dynamique moléculaire est de générer assez de con-
formations représentatives d"un systeme de maniere a pouvoir justifier que ce principe
estt bien respecté. Si tel est le cas, les informations obtenues par 1’'expérience concernant
la structure, la dynamique ou les propriétés thermodynamiques peuvent étre égale-
ment obtenues via des simulations en supposant que suffisamment de temps y soit ac-
cordé. Comme les simulations ont une durée déterminée, il est nécessaire de s’assurer
d’avoir échantillonné une quantité suffisamment représentative de conformations de

I'espace des phases.
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2.1.2 Conditions aux limites périodiques

La taille des systemes simulés est finie et limitée au mieux a quelques dizaines de
millions d’atomes pour les plus grosses simulations. Pour s’affranchir des effets de
bords et pouvoir calculer des grandeurs macroscopiques a partir d’'un nombre lim-
ité d’atomes, des conditions aux limites périodiques sont utilisées lors des simula-
tions. Elles permettent de simuler un nombre restreint d’atomes comme si ces derniers
se trouveraient dans un matériau de volume infini. Considérons le cas simple d’une
boite de simulation cubique, celle-ci sera entourée de 26 répliques constituant ses plus
proches voisins. Quand une particule quitte la boite de simulation initiale elle est rem-
placée par une image de celle-ci entrant du co6té opposé, le nombre de particules restant

constant au cours de la simulation.

2.1.3 Champs de force

Les propriétés physico-chimiques des molécules sont liées a la répartition des élec-
trons autour du noyau. Ces derniers étant des particules obéissant aux lois de la mé-
canique quantique, I'’équation de Schrodinger pour chaque électron devrait en théorie
étre résolue. Cependant, il est impossible, du moins a 'heure actuelle, de pouvoir traiter
quantiquement les électrons des atomes dans des systemes de la taille de ceux utilisé
en dynamique moléculaire et sur les échelles de temps correspondant.

Pour cette raison, les champs de force sont utilisés en mécanique moléculaire afin de
décrire les interactions entre les particules présentes dans la boite de simulation [3,4] ot
les atomes sont représentés par des spheres indéformables . Dans le cas d"un systeme

de N particules en interactions, I'énergie potentielle s’écrit

U@™) = ZV1(ri) FY Y Valrpr) + > > Va(ry,rj,ry) (2.5)

i i kejei

Ou Vi (rj) représente le potentiel intramoléculaire, Vy(rj, rj) le potentiel d’interaction
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entre deux particules et les termes d’ordres supérieurs correspondent a la polarisation
et a la création de multipodles induit par d’autres multipdles. Généralement, toutes ces
interactions sont simplifiées par un potentiel d"interaction effectif entre deux particules.

L'énergie potentielle peut prendre alors la forme suivante [5), 6]

Zvl ry) + Y Vh(ri,j) (2.6)

i<j

ou V représente le potentiel intramoléculaire et V) le potentiel intermoléculaire effec-
tif pour un systéme composé de N particules. Les contributions a I'énergie potentielle
sont donc séparées en deux sous parties. D'un coté les interactions intramoléculaires
(ou terme liés) décrivant les interactions entre les atomes liés chimiquement (V1) et
les interactions intermoléculaires décrivant les interactions a courtes et longues portées
(V4). A partir de cette approximation, différentes fonctions peuvent étre utilisées pour
décrire I'énergie potentielle dans le systéeme. Le champs de force utilisé pour les travaux

au cours de cette these prend la forme suivante [7]

V(r) = Z ky, ( Z kg, (6; — 910 Z Ap Zl+cosnw 7))

liaisons angles diedre n
19 6 (2.7)
Jij Jij X qidj
ke (& 4¢ o —
CY s Y Y (| (2) ()] g
impropre i=1j=i+1 ] ]

Le premier terme décrit la liaison entre deux atomes par un modele d’oscillateur
harmonique ou I; j représente la longueur de cette liaison a 1’équilibre et k;, la con-
stante de force de ce ressort dont les valeurs sont issues de I'expérience et caractérisant
la liaison. Il en est de méme pour le terme suivant qui décrit ’angle entre deux liaisons
par un modele harmonique ou 6;, et kg, sont des parametres et représentent respec-
tivement I'angle a 1’équilibre et sa rigidité. Le terme en cosinus décrit les variations de

I'énergie lorsque la molécule subit une rotation autour d’une de ses liaisons. L’entier
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n correspond a la multiplicité est permet de reproduire le plus correctement possible
le changement de conformations dans les molécules. Le terme de phase, v, détermine
ou I'angle de torsion passe par son minimum. Le quatrieme terme décrit les angles de
torsions impropres, ce sont les déformations hors du plan ot £ représente ’angle en-
tre le plan formé par trois atomes dont un lié avec un quatrieme atome hors du plan
(géométrie sp2) et permet de maintenir 4 atomes dans un plan. Le dernier terme avec
la double sommation correspond aux interactions non-liées, dans ce cas les interactions
électrostatiques et de Van der Waals. Cette sommation se fait sur des pairs d’atomes en-
tre un atome i avec ses atomes voisins j. Les interactions électrostatiques sont décrites
par la loi de Coulomb tandis que les interactions de dispersion-répulsion peuvent étre

décrites a ’aide d"un potentiel de Lennard-Jones.

2.1.4 Traitement des interactions a courtes et longues portées

Le calcul des interactions provenant du nombre de paires d’atomes non-liées est 1'é-
tape nécessitant le plus de temps. Ce nombre est une fonction quadratique du nombre
de particules présentes dans la simulation, N(N - 1)/2. Ces interactions devraient étre
en principe évaluées pour toutes les paires d’atomes présentes dans la simulation. En
pratique, il est possible de limiter le nombre d’interactions a calculer.

Pour ce faire, on introduit un rayon de coupure, ot au-dela d’une certaine distance,
le potentiel n’est plus calculé et seulement les atomes se trouvant dans la sphere de
ce rayon sont prises en compte au mieux une fois (convention de l'image minimum), y
compris ceux se trouvant dans les boites périodiques. Pour cette raison, le rayon de
coupure ne doit pas étre trop grand afin de ne pas prendre en compte deux fois le
méme atome limitant la distance a la moitié de la taille de la boite au maximum.

L'utilisation du rayon de coupure conduit néanmoins a certains inconvénient, no-
tamment l'introduction d"une discontinuité dans le potentiel et dans la force pouvant

conduire a des instabilités lors de la simulation. Afin de remédier a ce probleme, il ex-
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iste différentes solutions possibles comme la modification du potentiel de maniére a ce
que les interactions soit nulles une fois la distance de coupure atteinte ou faire diminuer
le potentiel a partir d’une distance définie, inférieure au rayon de coupure. Le potentiel
garde sa valeur telle qu’initialement paramétrée dans le champs de force, une fois le
premier rayon de coupure atteint, il est atténué jusqu’au deuxiéme rayon de coupure

ot sa valeur est 0.

:
|
Ewald
I
o
Espace direct
sl I\ VAN

Espace réciproque

FIGURE 2.1 — Représentation schématique de la méthode d’Ewald avec des charges
ponctuelles représentées dans une dimension. Haut : Résultat de la sommation. Mi-
lieu : Sommation dans 1’espace directe ot les charges ponctuelles sont écrantées par
des distributions gaussiennes de signes opposées. Bas : Distributions gaussiennes de
charges pour contrebalancer les gaussiennes introduites dans 'espace direct [10].

Ces méthodes ce révelent étre insuffisantes pour traiter les interactions électrosta-
tiques en 1 qui sont a plus longues portées. Pour la simulations de systeme biologique,
la méthode de la sommation d’Ewald est considérée comme étant correct pour les in-
teractions électrostatiques longues portées [69]]. La variante de cette méthode, «Particle

Mesh Ewald» [9], est plus souvent utilisée. Soit la contribution électrostatique a 1'én-
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ergie potentielle du systeme avec les conditions périodiques aux limites

Voulomb — 2 Z Z Z A qqu (2.8)

gl €0€Tij,n

Ot 1j; , est la distance entre un atome dans la boite de simulation et un atome dans une
des répliques de la boite, rj; , = |r; —j + nLJ|, L est la dimension de la boite supposée
cubique et n les vecteurs traduisant la périodicité du réseau. Cette somme ne converge
que sous certaines conditions. L'idée d’Ewald a été de diviser cette sommation en deux

parties, une dans l'espace réel et 'autre dans 1'espace réciproque

ZﬁF(n) +Zﬁ(lF(m)) 2.9)

Ot n et m sont, respectivement, les vecteurs du réseau réel et du réseau réciproque. Ces
deux séries convergent rapidement car pour n — oo, la fonction F(n) décroit rapide-
ment et la somme converge donc rapidement. Pour le second terme, c’est la transformée
de Fourier qui décroit rapidement. Dans cette formulation, toute charge ponctuelle est
entourée par une distribution de charge sous forme de gaussienne correspondant a une

charge équivalente mais de signe opposée (figure 2.1)
pi(r) = qia® exp(-a’r?)/v/ 73 (2.10)

Ot « est un parametre déterminant la largeur de la distribution et r est la position du
centre de cette distribution. Cette derniere va écranter les interactions avec les charges
ponctuelles avoisinantes les réduisant a des interactions courtes portées. La somme,
portant sur ’ensemble des charges du systéme, dans 'espace réel va de ce fait con-
verger rapidement. Une seconde distribution gaussienne, correspondant a la méme
charge initiale et de méme signe est introduite pour chaque charge ponctuelle afin de

contrebalancer celles introduites auparavant. Il s’agit de la somme faite dans 1’espace
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réciproque qui utilise des transformations de Fourier pour résoudre 1’équation de Pois-

son [10] comme indiqué sur la figure 2.1

2.1.5 Intégration et pas de temps

L’énergie potentielle est fonction de la position (3N) de tous les atomes du systeme.
Compte tenue de la complexité de cette fonction, les équations du mouvement doivent
étre résolues numériquement. Il existe de nombreux algorithmes afin d’intégrer ces
équations comme 1’algorithme de Verlet, 1’algorithme leap-frog ou encore l'algorithme
velocity Verlet. Le choix de 1'un de ces algorithmes est basé sur différents criteres comme
la conservation du moment et de I'énergie, 1'efficacité et le pas de temps d’intégration.

D’une maniére générale, les intégrateurs se basent sur un développement en série

de Taylor de la position, de la vitesse et de ’accélération

F(t = 8t) = r(t) + v(£)3t + %a(t)étQ L Ot 211)
v(t + 6t) = v(t) + a(t)dt + %b(t)étQ +O(0t3)... (2.12)
a(t + dt) = a(t) + b(t)dt + O(5t3)... (2.13)

ou r est la position, v est la vitesse et a est ’accélération. ..
Pour obtenir 'algorithme de Verlet, le développement en série a I'ordre 2 des posi-

tions s’écrit

r(t -+ 6t) = r(t) + v(t)dt + %a(t)étz + O(6t3) (2.14)

1
r(t—6t) = r(t) - v(t)st + 5a(t)5t2 + O(6t3) (2.15)
En additionant ces deux équations, on obtient

r(t + 6t) = 2r(t) — r(t - 6t) + a(t)dt + O(6t3) (2.16)
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Cette algorithme utilise les positions et les accélérations au temps t et les positions au
temps t — 6t pour calculer les nouvelles positions au temps t + Jt et de ce fait n'utilise
pas explicitement les vitesses. Il est relativement simple a implémenter et ne consomme

pas beaucoup de ressources informatiques, sa précision reste néanmoins modérée.

Dans l'algorithme de leap-frog, la vitesse est d’abord calculée au temps t + 1/24t et
ensuite utilisée pour calculer la position , r, a un temps t + d6t. Le calcul des vitesses
et des positions s’alternent ainsi 1'un en fonction de I'autre. Contrairement a I'exemple
précédent, les vitesses sont calculées explicitement mais malheureusement a des temps
différents de celui de la position. Les vitesses correspondant aux positions a un temps

t peuvent étre obtenues a posteriori

v(t) = % {v (t %&) v (t + %&)] (2.17)

L’algorithme de velocity-verlet permet d’obtenir les positions, les vitesses et les ac-

célérations pour un méme temps t sans compromis dans la précision

r(t -+ 6t) = r(t) - v(t)ot + %a(t)étz (2.18)

v(t + 6t) = v(t) + % la(t) +a(t + ot)] ot (2.19)

Outre 'algorithme, la valeur du pas de temps utilisé possede également son impor-
tance. Trop petit, la trajectoire ne pourra explorer qu'une petite partie de 1'espace des
phases a I'opposé, si le pas de temps est trop grand, des instabilités apparaissent (due
aux termes O(6t3)) et la conservation de I'énergie n’est plus respectée provoquant 1’ar-
rét de la simulation. Le pas de temps maximum est généralement limité par les plus
petites périodes d’oscillations présentes dans le systeme. Ces derniéres sont liées aux
atomes d’hydrogenes, les plus légers présents dans la simulation. Une solution est de

contraindre les liaisons de ces atomes a leur position d’équilibre au cours de la simula-
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tion a l'aide d’algorithme comme SHAKE [11], SETTLE [12], LINCS [13]. .. permettant

de passer d'un pas d’intégration de 1 fs a 2 fs.

2.1.6 Dynamique moléculaire dans différents ensembles

Les équations de Newton donnent des systémes dans 1’ensemble NVE, le nombre
de particules, le volume et I'énergie du systeme est contant. Cependant pour certaines

simulations, il est préférable de pouvoir contrdler la température et la pression.

Dynamique moléculaire a température constante - Ensemble NVT

De nombreuses méthodes ont été développées afin de pouvoir effectuer des simu-
lations de dynamique moléculaire a température constante. Le plus évident est de se

rendre compte que la température d'un systeme est liée a son énergie cinétique

3
Ecin = 5 NkpT (2.20)

Une méthode simple et directe est donc de réajuster les vitesses des atomes dans la boite
de simulations [16] par un facteur \/m ol Tgip, est la température a laquelle la
simulation doit étre maintenue et Tj,¢; est la température instantanée. L'inconvénient
de cette approche est que 1'énergie totale n’est pas conservée. Les équations du mou-

vement doivent étre réécrites en faisant apparaitre un terme de friction £ forgant la

température instantanée a étre constante (Tipst = 0). Ce terme est de la forme

> pi-Fi

i

> il
i

£(r;p) = (2.21)

Ou p; est I'impulsion de la particule i et F; la force agissant sur la particule i. Cette

méthode ne génere pas a proprement parler un ensemble thermodynamique car la dis-
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tribution des vitesses ne correspond pas a une distribution de Maxwell-Boltzmann mais

peut étre utilisée durant une phase d’équilibration.

Une autre méthode consiste a coupler le systeme a un bain de température fixé a
la température désirée, il s’agit du thermostat de Berendsen [17]. Un certain nombre
d’atomes sont choisi a chaque pas de temps est leurs impulsions sont réajustées en

utilisant une distribution gaussienne a la température désirée

32,
P(p) = <i> ¢ p7/2pm (2.22)

2mm

Cette méthode ne permet pas de générer des trajectoires dans I'ensemble NVT. De plus,
un point un important a noter, le thermostat de Berendsen ne conserve pas le moment
des particules dfi aux vitesses redistribuées aléatoirement a chaque pas de temps. La
quantité de mouvement n’est pas conservée au cours du temps et la détermination de
la viscosité ou de la constante de diffusion d"un fluide ont de fortes chances d’étre mal

estimées.

Un ensemble NVT peut étre obtenu également en introduisant un terme de friction

et une force aléatoire dépendante du temps dans les équations du mouvement

d2ri

dry(t)
Bz '

VV(r;) + fi(t) — myb; P

(2.23)

Ou fj(t) est la force aléatoire provenant d'une distribution gaussienne dont la valeur
moyenne est nulle (fi(t)) = 0 et satisfaisant la condition (f;(t)f;(0)) = 2kgTgjm bim;d(t).
Cette derniere condition permet de garder la simulation a la température souhaitée. La
friction est introduite par le coefficient b;, T, est la température a laquelle le systeme

est simulée et 0t le pas de temps.

Dans une approche novatrice, Nosé [18] associa aux équations du mouvement un

degré de liberté supplémentaire, s possédant une énergie cinétique Ts(r) et potentielle
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Us(r) propre. L'hamiltonien d"un tel systeme est

HNose(r;p) = T(p) + U(p) + Ts(ps) + Us(s) (2.24)
N 2 ) n
Hxose(rp) = Y0 P U+ 52 L%S (2.25)

1

Ou p; est la quantité de mouvement de la particule i, m; sa masse, £ est un coefficient de
friction, Q) est une masse effective associée a s. Les nouvelles équations du mouvement

s’écrivent

. pi . _ OV(r) ps
I'1 7 ml pl 7 ari pl Q (2‘26)
2
. Ps . P
= = = — — NkpT .
= b RN 2.27)

Ces équations font apparaitre les deux variables non-physiques associées au degré de
liberté supplémentaire introduit s et ps. La détermination du parametre Q) est partic-
ulierement importante et sa valeur influe grandement 1'efficacité du thermostat. Une
valeur trop grande ne permet pas de contrdler efficacement la température. D’apres
lorsque Q — oo, la variable s est trop amortie et I’'on retrouve une dynamique
moléculaire classique générant ainsi un ensemble microcanonique. Le choix d"une masse
trop importante permet donc d’obtenir un ensemble canonique uniquement apres des
temps de simulations longs. A I'opposé, une masse trop légere conduit a des fluctua-
tions de température importantes et la variable s sera découplée du systéme physique
n’assurant plus correctement son role de thermostat. Cette formulation permet de con-
server une température constante tout en assurant une fluctuation de température néces-

saire a I’obtention d’un ensemble canonique, dans la plupart des cas.

Malheureusement, il est possible que sur certains systeme le thermostat de Nosé-

Hoover ne présente pas un caractere ergodique et ne génére pas une distribution canon-
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ique [19, 20]. Tuckerman et Al. ont ainsi démontré 1’existence de lois de conservation
supplémentaires dont le non respect conduit le systeme a adopter un comportement
non-ergodique [21]. Afin de s’assurer que la variable s donne bien un ensemble canon-
ique, 'idée a été de coupler ce thermostat & un autre thermostat lui méme couplé a un
autre thermostat. . . donnant ainsi le nom de chaine de Nosé-Hoover [22]. Cette solution
permet de corriger les défauts lorsque un seul thermostat est présent.

La derniére méthode présentée ici a été introduite par Liu et Tuckerman, dénommée
Generalized Gaussian moment thermostatting (GGMT) [23]. Le thermostat GGMT est as-
sez proche des chaines de Nosé-Hoover en cela que les équations du mouvement sont
couplées a un jeu de M variables supplémentaires a qui sont associées M impulsions
ajoutant en tout 2M variables au systeme. L'idée étant de générer un certain nombre
d’impulsions et de les coupler ensuite a un nombre arbitraire de particules, les quantités
de mouvement ainsi générées étant assurées d’étre distribuées selon une gaussienne a
la température de simulation souhaitée. Liu et Tuckerman ont démontré que cette nou-
velle approche thermostate de maniere plus efficace que les chaines de Nosé-Hoover

tout en évitant les problemes liés aux regles de conservation cachées.

Dynamique moléculaire a température et pression constantes - Ensemble NPT

A Vinstar de nombreuses expériences en laboratoire, il est parfois préférable de con-
duire des expériences in — silico a pression constante plutdt que a volume constant.
Ceci est d’autant plus vrai lorsqu’il s’agit de vouloir estimer I'enthalpie libre G. Cette
derniere quantité n’étant définie uniquement que dans I'ensemble NPT. Cet ensemble
est obtenu en appliquant une pression constante P, une température constante T et un
nombre de particules fixes N. Le volume V est donc modifié au cours de la simula-
tion et pourra ainsi étre utilisé comme une variable dynamique dans les équations du
mouvement. Ici aussi, différents barostats ont été développé afin de pouvoir effectuer

des simulations dans 1’ensemble isotherme-isobare. La pression peut-étre directement
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estimée en utilisant le théoréme du viriel E¢;, = -1/2> r.f

P = Z(Ecin - 0) (2.28)

<l

Ou V est le volume de la boite, E.j, est1’énergie cinétique et O le tenseur du viriel

1
0= > ryj - Fyj (2.29)
i<j
La pression instantanée, Pi,st, est ainsi déduite de la trace du tenseur de pression
Pinst = Tr(P)/3. Cependant, cette méthode n’est pas valide pour des systemes péri-
odiques, car les particules ne sont pas confinées par des murs ni soumises a des forces

extérieures.

Une approche proposée par Berendsen [17] consiste a relaxer la pression instantanée
vers une pression de référence P¢. Cette approche est une variante de celle utilisée

pour simuler un thermostat, souvent référencée comme weak coupling.

dPinSt (t) _ Pref B Pinst (2 30)
dt P )

ol 7p est le temps de relaxation associé aux fluctuations de pression. Comme le vol-
ume de la boite est modifié de maniere a avoir une pression constante, AV = 3a'V, les
équations du mouvement sont modifiées pour prendre en compte ce changement de

volume. Avec cette variation de volume, s’accompagne une variation de pression

dpP 1 dV 3«
Sl e 231
dt  BpvVdt B 231

Ou fp est la compressibilité isotherme. Les équations du mouvement modifiées sont

donc au final

% —v_ MX (2.32)
31p
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Tout comme son analogue pour la température, ce barostat ne permet pas de générer

une trajectoire dans un ensemble définit.

Un autre barostat qui lui conduit a une distribution isotherme-isobare, utilisée dans
le code NAMD, combine une dynamique de Langevin pour maintenir la température
a une valeur voulue [24] et une méthode de pression constante dérivée du modele de
Nosé-Hoover [25] dans lequel le degré de liberté supplémentaire est appliqué a la pres-

sion.

Les équations du mouvement pour la position et le moment sont donc

. Pi p

i d \ pe P¢1

= E- (14— ) Sp- 2oy 2.34
pi=F§ ( +dN> wPi lel (2.34)

Le barostat est introduit via les variables ¢, p. et W. Le parametre € est définit comme le

logarithme du volume V du systeme

e = In(V/V(0)) (2.35)

Ou V(0) est le volume a t = 0, W est la masse associée a ¢ et p. est la quantité de
mouvement associée a e. Ces équations sont complétées par des équations associées au

volume

. dVpe
V = 2.36
W (2:36)
1 p? Pe1
Pe = dV(Piye — Pext) + > Ell - Q—’lpe (2.37)

i=1

Ot Pext est la pression extérieure imposée par le barostat et Pjy¢ est la pression interne
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et peut étre estimée au cours de la simulation

N

1 p? dU(V)
Pint = E Zl (El + r;- fl> - dVW (238)
1=

1

Ou U est le potentiel. Cette méthode, dérivée de celle de Nosé-Hoover, permet de

générer un ensemble NPT.

2.2 Calculs d’énergie libre

La section précédente a introduit la dynamique moléculaire. Cette derniére permet
d’explorer l'espace des phases d'un systeme au cours d'une simulation. Cependant,
certains processus biologiques se déroulent sur une échelle de temps allant de la is a la
ms et ne peuvent de ce fait pas étre « vu » lors de la simulation. En général, les confor-
mations associées a ces régions de 'espace des phases sont séparées par des barrieres
hautes en énergie. Des méthodes ont donc été élaborées pour franchir ces barrieres et
aller explorer une région de l'espace plus étendue. Les informations liées a cette échan-
tillonnage permet la détermination de grandeurs thermodynamiques et fera I'objet de
la premiere partie de cette section. Les parties suivantes serviront a présenter les dif-
férentes méthodes d’énergie libre utilisées au cours de cette these, chacune accompag-

née d’un exemple pour illustrer la méthode.

2.21 Rappels de physique statistique

La physique statistique fournit les outils nécessaires pour établir le lien entre les
propriétés macroscopiques d’un systeme, composé d'un grand nombre de particules
(N > N, N, étant le nombre d’Avogadro), a partir de grandeurs microscopiques. I
est généralement impossible de pouvoir caractériser 1'état microscopique de chacune

de ces particules mais par le biais de moyennes faites sur une partie infime des ces
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particules, il est possible de prédire le comportement macroscopique du systéme en

question.

On distingue en physique statistique différents modeles afin de rendre compte de
principes thermodynamiques. L'ensemble micro-canonique décrit un systeme isolé ot
I"énergie totale (E), le nombre de particules (N) et le volume (V) sont conservés. L'ensem-
ble canonique est un modele qui décrit un systeme en interaction avec un thermostat
a la température Ty om0, la température (T), le nombre de particules (N) et le volume
(V) sont les grandeurs conservées. Et finalement, 'ensemble grand-canonique qui lui

décrit un systéme pouvant échanger de 1'énergie et des particules avec un réservoir.

Les résultats obtenus dans 1’ensemble canonique seront utilisé ici et sont suffisant
pour ensuite développer les méthodes d’énergie libre. L'une des grandeurs les plus
importantes en physique statistique est certainement la fonction de partition Z (par-
fois dénommé Q). Cette fonction contient toutes les informations relatives au systéeme
en équilibre thermodynamique avec un thermostat a la température Ty erp0. Pour un
systeme a N particules ayant chacune 'énergie potentielle V(r;), elle est définie dans

I'ensemble canonique de la maniere suivante

1
7 = Bry [ Bry... [ Bryq [ Bry e PHELPY) (2.39)
Nh3N

Ou h est la constante de Planck et I'intégration porte sur 'ensemble de 1’espace des

phases avec I'Hamiltonien

N 2
H(r,p) = Y g—‘m +V(ry) (2.40)
i=1

Toutes les grandeurs thermodynamique peuvent s’exprimer a 1'aide de cette fonc-
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tion. L’énergie moyenne E du systeme dans 1’ensemble canonique s’exprime

_ 1 1 0 _ 0
— . 75E1 — — | = 75E1 — _
E = 7 Ei Eie 7 [ a8 Ei e ] aﬁan (2.41)

On introduit alors

F = kgTInZ (2.42)

La grandeur F est appelée énergie libre (ou énergie de Helmholtz dans les ouvrages
anglo-saxons). Sa différentielle permet d’exprimer la différence d’énergie libre pour une
transformation au cours de laquelle la température peut varier et ot le travail provient

uniquement d"un changement de volume. Elle s’écrit
dF = -SdT - pdV — udN (2.43)

Ou S est I'entropie, T la température, p et V la pression et le volume, 1 le potentiel

chimique et N le nombre de particules. Elle est fonction des variables d’état T, V et N.

Comme il est généralement plus commode pendant les expériences de travailler a
pression constante plutot qu’a volume constant, une nouvelle fonction est alors définie,
I'enthalpie libre, ou énergie de Gibbs, qui est fonction des variables T, p et N. Il faut

donc ré-exprimer F non plus en fonction du volume V mais en fonction de sa variable

conjuguée la pression p = — (3—5) N Cette nouvelle fonction d’état, G, est définie par
G=F+pV=U+pV-TS (2.44)

Sa différentielle s’écrit
dG = -SdT + Vdp + pdN (2.45)

Les variables naturelles de cette nouvelle fonction d’état sont T, p et N. Cette derniere

relation permet de connaitre la différence d’énergie libre entre deux états thermody-
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namiques ot la transformation a lieu avec une température et une pression fluctuantes.
C’est cette derniere grandeur qui sera estimée au cours des calculs d’énergie libre.
Cette fonction est utile pour prédire le sens des réactions dans les équilibres chimiques
et déterminer si un processus est probable ou non, au sens thermodynamique. Si AG <
0, le processus est favorisé et le contraire si AG > 0.
Dans les sections suivantes, il sera question de l'estimation de I'énergie libre dans

les simulations de dynamique moléculaire.

2.2.2 Transformation alchimique

La transformation alchimique [27] est une méthode de calcul d’énergie libre no-
tamment utilisée pour déterminer 1'énergie de liaison d’un ligand avec une protéine,
I'effet d’une mutation d’un des acides aminés dans une protéine ou encore pour es-
timer I'énergie de solvatation d’une molécule [28| 29| [30]. Au cours de cette these, la
transformation alchimique a été utilisée pour calculer la différence d’énergie libre entre
une molécule sous sa forme acide et sa forme basique a des endroits spécifiques dans
une membrane.

Durant une transformation alchimique, un atome ou un jeu d’atomes va étre amené
a disparaitre au cours de la simulation tandis qu'un autre groupe composé d’un ou
plusieurs atomes va quand a lui apparaitre en utilisant une série d’états intermédiaires
a l'instar des réactions alchimiques o1 un composé est muté en un autre. Le reste des
atomes ne subissant aucune perturbation. Finalement, il est aussi possible de consid-
érer le cas oul un groupe d’atome est annihilé ou inversement crée sans forcément faire
apparaitre ou disparaitre un autre groupe (fig[2.2).

Considérons alors un groupe d’atomes A présents dans la boite de simulation et
un autre groupe d’atomes différents B. En pratique, 'Hamiltonien du systéme dual
relie I'Hamiltonien du groupe a disparaitre « A » avec I'Hamiltonien du groupe « B »

naissant grace a l'utilisation d’un parametre de couplage A. Ce dernier variera de 0 a
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1 au cours de la transformation. L'état ot A = 0 correspond a la configuration ou le
groupe de départ est completement présent dans la simulation et quand X sera égale a
1, le groupe A aura complétement disparu et le groupe d’atomes B sera présent dans la

simulation. Ce processus est décrit par I’'Hamiltonien suivant
H(r,p; A) = Ho(r,p) + AHp(r, p) + (1 - A)Ha(r, p) (2.46)

Ou Hyp décrit le systeme disparaissant au cours de la transformation, Hg le systeme
apparaissant et H le reste du systeme, c’est a dire non modifié. Partant de ce principe,
il existe différentes manieres de calculer 1’énergie libre associée a cette transformation.
Durant cette these, la méthode des perturbations fut utilisée et sera donc décrite, bien
que d’autres méthodes existent. Citons notamment l'intégration thermodynamique ou
l'utilisation des densités de probabilité. Ces deux derniéres seront décrites plus tard

dans ce chapitre.

On cherche a estimer la différence d’énergie libre AG 5 _,p entre le systéme dans son
état initial A et le systeme dans son état final B. En reprenant les rappels de la section

précédente, cette différence s’écrit
AGp_B = Gg— G = kpTIn(Zg/Zp) (2.47)

Ou Gp et G sont les énergies libres associées aux états A et B et Zp et Z 4 leurs fonc-
tions de partition respectives. Cependant, il est difficile d’obtenir ces dernieres a partir
de simulations. En utilisant la définition de la fonction de partition, il est possible d’-
exprimer AG_,p en fonction des Hamiltoniens de A et B pour obtenir la formule de

perturbation d’énergie libre.

AGy,p — %<exp{/3[HA<r, p) -~ Hp(r, p)[})a — %<exp(5AU)>A (2.48)
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Ou 5 = 1/kgT avec kg la constante de Boltzmann et T la température. Hp (r,p) et
Hp(r, p) sont, respectivement les Hamiltoniens décrivant la molécule A et la molécule
B. Les crochets représentent une moyenne sur les configurations représentatives de
la molécule A. L'expression de AGp_,p devient fonction de AU = Up — Uy, la dif-
férence d’énergie potentielle entre les deux états, en considérant que les contributions
provenant de I'énergie cinétique dans 1’état A et 1’état B sont égales et disparaissent lors

de la différence entre les deux Hamiltoniens.

Un inconvénient de cette approche peut provenir de la différence entre les espaces
des phases correspondant aux systémes A et B. Si les micro-états ayant le poids de
Boltzmann le plus élevés dans 'espace des phases du systeme A sont tres différents
de ceux de I'espace des phases du systeme B alors la différence Ug — Uy deviendra
importante se traduisant dans le terme en exponentiel exp(-SA(Upg — Uy )) qui tendra

vers 0 rendant la convergence des calculs impossible ou alors, au mieux, tres lente.

La méthode de perturbation s’applique donc a des cas ot les espace des phases des
systémes considérés sont proches. Le cas idéal étant ot le systeme d’arrivé B est un
sous espace du systéme A. Une possibilité de remédier a ce probléeme est d’introduire
une série d’étapes intermédiaires entre le systéme A et le systéme B afin de pouvoir
maximiser le recouvrement des espaces des phases entre le systeme initial et le systeme

final. En pratique, ceci se traduit par

N
AGap =5 3 Infexp(-AAU; 1)) (2.49)
i—1

Ou N représente le nombre d’état intermédiaires. Suivant le méme principe, le para-
metre de couplage A prendra une série de valeurs comprises entre 0 et 1 dans le but
de faciliter la convergence du calcul. Ceci ce traduit en pratique dans la simulation par
I'extinction progressive de I'énergie potentielle correspondant au atomes du groupe A

etl'introduction graduelle de I'énergie potentielle correspondant aux atomes du groupe
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Dans les simulations conduites durant les travaux de these, les topologies des atomes
apparaissant et disparaissant étaient présentes, amenant a parler de « topologie duale
» et expliquer comment les interactions entre atomes perturbés sont traitées durant la
simulation. La topologie duale [31} 32] (en opposition a la simple topologie [33], non
traitée ici) fait coexister les topologies des deux structure en méme temps durant la

simulation sans que 1'un ressente la présence de 'autre.

FIGURE 2.2 — Analogue d"une lysine décrite dans sa topologie duale ot la fonction
amine protonée (rouge) et la fonction amine déprotonée (bleue) sont présentes. Durant
la transformation, les parametres associés au champs de force de I'un sont lentement
couplés a la simulation tandis que les parametres de l'autre sont lentement éteints. La
partie du peptide représentée en gris est celle ne subissant aucune perturbation durant
la transformation alchimique.

Les interactions des atomes du groupe A sont totalement prises en compte dans
la simulation pour A = 0 et inversement les atomes du groupe B ne font pas encore
parti de la simulation. C’est le cas inverse pour A = 1. L'introduction de ce type de

traitement des interactions a conduit a observer des instabilités dans les simulations la
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ou les valeurs prises par A étaient proche de 0 ou 1, soit en début ou en fin de calcul.
D’ou 'appellation dans la littérature de ce comportement « end-point catastrophes ».
Ces instabilités proviennent lors de ’apparition des atomes dans la boite de simulation
la o1 d’autres atomes sont déja présents. Compte-tenu de la forme des interactions telle
que décrite par les champs de force, lorsque la distance entre ces atomes apparaissant et
ceux déja présents devient proche de 0, I'énergie potentielle, elle, tend a devenir infinie
ou du moins trés grande.

Une maniere de remédier a ce probleme est de ré-écrire le potentiel d’interaction
inter-atomique (dispersion-répulsion et électrostatique) en introduisant un potentiel

appelé « soft-core potential » [34,35]. Le potentiel V utilisé ainsi est de la forme

pInin 6 riin ’ Qid
V() = e | —2—— | - | —2—— + Neloe —= (2.50)
(rij) = ALyeij (rf] +5(1)\LJ)> (rf] +6(1-Ag) elecqrij

Ou rj; est la distance entre deux atomes i et j, €;; est le minimum du puits et rirj“in sa
position, €1 la permittivité diélectrique du milieu, q; et g; la charge des atomes. Les
autres parametres, §, A1,j et Aglec sONt liés au potentiel soft-core. Le parametre § est un
coefficient introduit afin de modifier les interactions de Van der Waals et de s’assurer
que le potentiel ne posséde plus de singularité pour les petites valeurs de \. Les para-
metres Aglec €t A1y décrivent le couplage des interactions électrostatiques et de Van der
Waals respectivement. Ces modifications apportées au potentiel d’interaction sont des

artifices pour améliorer la convergence des calculs et la stabilité des simulations.

Exemple d"un calcul

Un exemple lié au calcul via la transformation alchimique est donné ici. Il s’agit de
la transformation d’un analogue de lysine chargée (fonction amine protonée) vers un
analogue de lysine neutre (fonction amine déprotoné) et inversement. Méme si I'équa-

tion 2.48 est rigoureusement exacte d'un point de vue théorique, il est possible que son
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application de soit pas toujours couronnée de succes.

AG ne dépend que de la différence d’énergie potentielle AU. Il est possible de ré-

exprimer I'énergie libre uniquement en fonction de cette quantité
1
AG = 3 /exp(ﬁAU)PA(AU)dAU (2.51)

out P4 (AU) est la distribution des probabilités de AU lors du calcul. Cette distribution
est habituellement proche d"une distribution gaussienne. Bien que dans le cas d'une
simulation, cette distribution décroit tres vite de la valeur moyenne vers les valeurs de
basses énergies AU. Ceci signifiant que ces dernieres ne seront que peu ou pas échan-
tillonnées et peut devenir problématique lorsque la partie en exponentielle vient a étre
considérée exp(-SAU). Cette derniere augmente rapidement dans cette région et con-

tribue grandement a l'intégrale de2.51]et donc a la valeur de I'énergie libre.

Si la distribution des probabilité est assumée gaussienne, il est possible de démon-
trer que l'intégrante est également gaussienne et décalée vers les plus petites valeurs
de AU. Plus ce décalage est important, plus il sera difficile d’échantillonner les états

contribuant le plus a I'intégrale [36].

Les distributions présentées sur la figure[2.3 proviennent de la transformation d'une
lysine a I'intérieur d’'une membrane de POPC. Le graphique de droite présente la distri-
bution des probabilités pour une fenétre lors d’une transformation de la forme chargée
vers la forme neutre (ou transformation dite « aller », un explication de ce terme est vu
plus loin dans la discussion). L'intégrante (en rouge) est correctement recouverte par la

distribution P 5 (AU) (en bleu), un signe que ce calcul peut étre considéré comme fiable.

Sur le graphique en bas a gauche de la figure[2.3]est présenté I'évolution de 1’énergie
pour une fenétre 0\ parmi celles séparant séparant 1’état chargée (A = 0) de 1’état neutre
(A = 1). Dans le cas idéal, I'énergie libre évoluera vers un plateau signe que le calcul a

atteint la convergence. Dans des cas ot la simulation posseéde de nombreux événements
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FIGURE 2.3 — Haut gauche : Intégrante (rouge) et probabilité de distribution (bleu).
Poids de Boltzmann (vert). Haut droite : Distribution pour la transformation aller (noir)
et retour (rouge). Bas gauche : Evolution de 1’énergie libre moyennée en fonction du
nombre de configuration Bas droite : Evolution de I'énergie libre en fonction de A dans
une transformation aller (noir) et retour (rouge), le faible hystérésis démontre que les
conformations contribuant a 1’énergie libre ont bien été échantillonnées dans les deux
sens. Ces analyses sont réalisées via 1’extension ParseFEP de VMD [37].

rares, ceux ci auront une contribution significative et le graphique montrant I'évolution
de I'énergie en fonction du temps aura tendance a évoluer en dents de scie, signe que

dans ce cas la convergence sera difficile a atteindre.

Pour améliorer la convergence statistique des calculs, il est important, lorsque cela
est possible, de réaliser des transformations « aller-retour », c’est-a-dire que le systeme
est transformé de A vers B et inversement. L’énergie libre ainsi calculée devrait étre la

méme quelque soit le sens de la transformation. Cependant, di a la nature du systeme
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et au temps de simulation finis, I'’échantillonnage dans un sens ou dans l’autre peuvent
étre différents et donc mener a une estimation de 1’énergie libre différente. Faire une
transformation « aller-retour » est donc conseillé afin de pouvoir s’assurer de la fiabilité

des résultats obtenus.

Les distributions présentées en haut a droite sur la figure 2.3 sont les distributions
associées a une transformation « aller-retour » pour le méme systéme que les distribu-
tions de droite et la méme fenétre de \. La superposition des deux distributions est une
assurance que l’échantillonnage a été correctement réalisé dans les deux sens. L'évolu-
tion de 1’énergie libre en fonction de A est donnée sur les courbes en bas a droite de
la figure 2.3 pour une transformation aller (noir) et retour (rouge). La faible hystérésis

témoigne de I’échantillonnage correct dans les deux sens.

Pour une transformation conduite dans les deux sens, une analyse statistique sup-
plémentaire peut étre conduite, I’énergie libre peut étre estimée en combinant les ré-
sultats obtenus suivant ces deux directions en utilisant un calcul développé par C. H.

Bennett [38] et dénommée « Bennett acceptance ratio » (BAR).

(fA(AU-C))a

exp(BAG) = FBAT _O)g exp(-LC) (2.52)
B 1. Nj
C=AG- gt (2.53)

Ou la fonction f correspond a la distribution de Fermi-Dirac, f(x) = 1/[1 + exp(x)],
Na et Np sont le nombre de configurations échantillonnées dans 1'état de référence
et 1’état finale. La constante C est déterminée de maniere itérative. La variance peut

également étre estimée

2 BAR _ 1
OAG -

(£2(x))1 1] 250
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La différence d’énergie libre associée a la transformation présentée sur la figure 2.3 est

47,79 +£0,11 kcal.mol ™ d’apres 'estimateur de Bennett.

2.2.3 Force de biais adaptative - Adaptive Biasing Force (ABF)

Cette partie est dédiée a la présentation de la méthode dite de force de biais adapta-
tive [39} /40, 41]] utilisée afin d’estimer le potentiel de force moyen le long d"une coordon-
née de réaction . Cette derniere peut correspondre a un ou plusieurs degrés de liberté
du systeme, généralement exprimée a partir des coordonnées cartésiennes et pouvant
étre analysée individuellement au cours de la simulation ou utilisé afin de modifier
la dynamique pour observer des phénomenes impossible a obtenir sur les échelles de
temps d’une simulation de dynamique moléculaire standard.

Le potentiel de force moyen correspond au travail nécessaire pour ramener deux

particules situées a une distance infinie au contact [42]

1
w(r) = 3 Ing(r) (2.55)
Ot g(r) est la fonction de distribution radiale des deux particules. Cette définition a été
étendue par la suite a toute forme de coordonnée de réaction. De ce fait, I'énergie libre

est maintenant peut étre reliée a la densité de probabilité P({) par la relation
G(&) = kgTInP(¢) (2.56)

Ou G¢ est I'énergie libre correspondante a une certaine valeur de £ et P(¢) est la proba-
bilité de trouver le systeme dans 'état . Suivant cette relation, il apparait qu'une aug-
mentation de quelques kg T réduit la probabilité P(¢) et donc les conformations hautes
en énergies ne seront pas ou peu échantillonnées au cours de la simulation.

Les premieres solutions envisagées pour forcer le systéeme a explorer ces régions ont

été d’imposer des contraintes sur le systeme. Cependant, cette approche ne permet pas
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d’échantillonner efficacement la coordonnée de réaction. En effet, méme si 'utilisation
de contraintes peut pousser le systeme dans des zones hautes en énergie, il n’est pas
slir pour autant que toutes les conformations importantes soit visitées a une valeur
de ¢ fixée. L'existence de plusieurs chemins séparant deux états A et B dans I'espace
des phases ralentit la convergence des calculs, d’autant plus qu’il peut étre difficile de
passer sur un autre chemin en ayant déja emprunté un chemin différent. L’existence
de ces différents chemins et la possibilité plus ou mois importante de pouvoir sauter
de l'un a I'autre conduit a des erreurs statistiques importantes et devient un processus

limitant la convergence des calculs.

La méthode de force de biais adaptatif a été développée dans l'optique de réduire
ces erreurs. L'idée étant de pouvoir échantillonner 'espace des phases d'un systeme,
y compris les régions correspondantes aux conformations hautes en énergie, en faisant
une dynamique moléculaire sans contrainte. Avant d’aborder la méthode ABF en elle

méme, l'intégration thermodynamique sera présentée.

L’intégration thermodynamique est une approche différente de la méthode des per-
turbations vue a la section précédente. Dans ce cas, la différence d’énergie libre entre

deux états, AG, s’écrit [43]

AG = / OH( p’ (2.57)

Ou l'intégration se fait sur la coordonnée de réaction &. Cette équation relie la dif-
férence d’énergie entre deux états a la moyenne de la dérivée de I'énergie potentielle sur
I'ensemble . Cette derniere correspond a une force agissant sur la coordonnée de réac-
tion. La méthode ABF utilise cette correspondance pour améliorer 1’échantillonnage le
long de . Cette force n’est cependant pas une force mécanique, comme celle dérivée
du champs de force, car elle agit sur une variable collective. Elle est une généralisation

de la force agissant sur des variables construites a partir de la position des atomes.
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Historiquement, une des premiére force F obtenue était celle exercée par le solvant
sur deux ions monoatomiques projetée sur la distance inter-ionique [44]. Une formula-

tion générale de cette force apparue un peu plus tard et sera proposée par Carter et Al

[45]

F(e,r) — aUéZ, r) +kBT81n |;é§,r)|

(2.58)
Cette expression relie bien la force a la dérivée de I'énergie potentielle et fait apparaitre
un terme correctif supplémentaire incluant le Jacobien lié au passage des coordonnées

cartésiennes aux coordonnées généralisées. Une étude avec plusieurs variables collec-

tives a été effectuée par den Otter et Briels quelques années plus tard [46]].

A partir de l'expression de cette force, il est possible d’en déduire I'énergie libre

d’apres le formalisme de I'intégration thermodynamique

dG(§) _ (Fee (2.59)

dg

Notons ici que 'estimation de 1’énergie libre provient bien de la force moyennée et non

de la force instantanée.

Dans un calcul de type ABF, la coordonnée de réaction choisit est divisée en une

série de n petits intervalles, £ = &;.

el dans lesquelles la force est évaluée et moyennée.

La force opposée est ensuite appliquée pour franchir les éventuelles barrieres d’énergie
le long de ¢
FABE = v A(¢) (2.60)

OouvVv 51&(5 ) correspond au gradient instantané de 1’énergie libre au point &. Cette force
de biais introduite dans les équations du mouvement garantie que la force agissant
dans chaque sous-espace de ¢ est globalement nulle au cours du temps. A la fin du
calcul, lorsque le profil de force est correctement convergé, le systeme diffuse librement

le long de la variable collective &.
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Exemple d"un calcul

Dans la pratique, la méthode ABF possede I’avantage de pouvoir diviser la coordon-
née de réaction en plusieurs intervalles afin d’estimer la force séparément sur chaque
segment. Une fois les calculs convergés, il est possible d’obtenir le profil le long de toute
la coordonnée de réaction en combinant la force estimée dans chacun des segments puis
en intégrant cette derniere pour obtenir le potentiel de force moyen sur 'ensemble de
la coordonnée de réaction.

La convergence peut étre suivie en calculant 1’écart quadratique moyen O entre le

profil estimé convergé au temps t = tcony et le profil a un temps t < teony-

o \/Z (AG(E, 1) - AG(E, toony))? @61)
3

Lorsque le profil n"évolue plus en fonction de ’échantillonnage, I’évolution de © doit
tendre vers un plateau montrant que le calcul est convergé sur le temps de simula-
tion considéré. Sur les figures 2.4 et sont présentés les résultats de calculs d’én-
ergie libre conduits avec la méthode ABF pour deux systemes différents. Le premier
est un systéme tres simple ott un ion Na™ est transféré au travers d’une interface hy-
drophile/hydrophobe (eau/octane). Le second systéme reprend la méme interface mais
avec une molécule de taille plus importante, un fulleréne, ou1 les temps de simulation
ont de ce fait augmenté.

Sur la figure 2.4l est donc présenté le profil d’énergie libre d"un ion avec le profil de
densité du systéme, ce dernier permettant de localisé la position des deux phases par
rapport au profil. La coordonnée de réaction utilisée est la projection de la distance entre
l'ion et le centre de la couche hydrophobe. La signification des profils sera discuté dans
le dernier chapitre, l'idée ici étant de montrer les protocoles utilisés pendant cette thése
afin d’observer 1’évolution de la convergence des profils. En bas du profil d’énergie libre

sont donnés 'écart quadratique moyen calculé suivant la formule 2Z.6]]avec I’évolution
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finale de I’échantillonnage, c’est a dire des zones visitées par I'ion au sein du systeme
le long de la coordonnée de réaction, £. Le plateau pris par I'écart quadratique doit
témoigner de la stabilité du profil tout en continuant a aller visiter les conformations le

long de &.
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FIGURE 2.4 — Evolution de la convergence du profil d’énergie libre pour un ion sodium
transféré a travers une interface eau(rouge)/octane(noir). Haut : profil d’énergie libre
avec, en haut a droite de ce dernier, le profil de densité du systeme. Bas gauche : évo-
lution de I'écart quadratique moyen du profil en fonction du temps de simulations.
Bas droite : évolution de l’échantillonnage dans les dernieres nanosecondes du calcul
correspondant entre les points (a) et (b) sur la courbe de convergence a gauche.

Sur la figure 2.5 sont présentés les résultats d’un calcul pour un fulleréne a l'inter-
face d'un systeme hydrophile/hydrophobe. La coordonnée de réaction correspond a
la projection de la distance entre le centre de masse du fullerene et le centre de masse

de la couche hydrophobe sur la normale a I'interface. La figure met en lumiére la
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FIGURE 2.5 — Passage d’un fulleréne a travers une interface eau/octane, la distance
correspond au centre de la membrane. Haut : Evolution de la convergence du profil
d’énergie libre dans les quatre sous espaces de la coordonnée de réaction correspondant
de gauche a droite a 00-10 A, 10-20 A, 20-30 Aet 30-40 A. Milieu : Profil de la force
obtenu le long de la coordonnée de réaction. Bas : PMF obtenu apres intégration de la
force.

possibilité de diviser la coordonnée de réaction en sous-espaces plus petits afin de faire
plusieurs calculs d’énergie libre sur le méme systeme avec plusieurs simulations sé-
parées. La variable collective a été divisée ici en quatre parties distinctes (ne se recou-
vrant pas). L'intérét dans ce cas est de pouvoir accélérer 1'estimation de 1’énergie libre
compte tenu de I'important espace pris par £. Dans d’autres cas, cette technique per-
met de concentrer les calculs sur des régions spécifiques du systeme demandant plus
d’échantillonnage. L'énergie libre dans chacun de ces sous-espace a été considérée con-

vergé comme pour le cas précédent, lorsque © tendait vers un plateau et que le systeme
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diffusait librement le long de la variable collective, échantillonnant de maniere uni-
forme ¢. Le profil d’énergie libre a été obtenu en intégrant le profil de force provenant
des différents sous espaces. Comme la coordonnée de réaction peut étre séparée en dif-
férents domaines ol la force est évaluée, le recouvrement aux bornes des différentes
régions doivent étre continues et 1’écart entre les forces ne devraient pas excéder une

quantité supérieure a kgT.

2.24 Métadynamique

La métadynamique [47] permet également d’évaluer le profil d’énergie libre le long
d’une coordonnée de réaction en utilisant un potentiel de biais adaptatif. La ot1 la méth-
ode ABF estime la force pour ensuite appliquer son opposée pour aller échantillonner
les régions hautes en énergie, le potentiel de biais introduit en métadynamique est con-
struit par ajout successif et régulier au cours de la simulation de potentiel modélisé par

une gaussienne.

s(x) — s(xq(t)))?
Va(s(x),t) =w Z exp <( () QESSS(t ) ) (2.62)

t =76.27 376 -
t <t
Ou w et Js correspondent a la hauteur et a 1’épaisseur des gaussiennes, 7 estl'intervalle
de temps entre le dépot de deux gaussiennes et s(xg (t/)) correspond a la trajectoire du
systeme sous 'action de la surface d’énergie libre et du potentiel de biais introduit soit
V + V. La surface d’énergie, F (s, t), est ainsi estimée par

S —S(X ' 2
Fals,t) = -Va(s, t) = —w > exp (%) (2.63)

’
t =7q,27G,37G -
/
t <t

Un calcul de métadynamique reproduit une empreinte de la surface d’énergie par

addition de «paquets de potentiel» le long de la coordonnée de réaction échantillonnée.
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La résolution de la surface ainsi estimée est fonction de la taille et de la hauteur des
gaussiennes déposées au cour de la simulation. Le taux de déposition des gaussiennes
conditionne le temps nécessaire pour la convergence du profil. Des précautions sont
cependant nécessaires, I'ajout de gaussiennes trop fréquemment peut conduire le sys-
teme a se retrouver dans des états hors équilibre ou rendre la dynamique instable et
pousser le systeme dans des configurations n’ayant aucun sens physique [48].

Tous ces parameétres sont définit par l'utilisateur et la qualité du profil est fortement
dépendant du choix de ces parametres. Ainsi, l'obtention d’une surface bien résolue
nécessitera l'utilisation de gaussiennes de tailles modestes avec une amplitude assez
faible et un taux de déposition faible pour laisser le systéme se rééquilibrer apres 1'in-
troduction d'un nouveau potentiel de biais ceci pouvant augmenter de maniere impor-
tante le temps de convergence du profil.

Une amélioration de cette méthode a été proposée ot le potentiel construit au cours
de la simulation contient en mémoire la surface déja explorée, la « well-Tempered Meta-
dynamics » [49]]. Sous cette formulation, la taille des gaussiennes ajoutées durant le cal-
cul est modulée en fonction de la surface d’énergie déja estimée limitant le risque de

sur-visiter les régions déja correctement échantillonnées.

2.2.5 Méthodes adiabatiques et dérivées

Cette derniére section regroupe les méthodes d’énergie libre dites adiabatiques ou
I'échantillonnage de la surface d’énergie libre est réalisée par le bais d'un couplage
entre la coordonnée de réaction et un degré de liberté fictif ou appartenant a un autre
espace des phases que le systéme simulé et possédant une température et une masse
plus élevée.

L'idée se retrouvant derriere les méthodes adiabatiques est de pouvoir accélérer
I’échantillonnage de la ou des coordonnées de réaction en introduisant une tempéra-

ture artificielle et supérieure a celle de la simulation [50, 51} 52, 53} 54]. L'inconvénient
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majeur de cette méthode provient du fait que les coordonnées doivent étre transfor-
mées en un jeu de coordonnées généralisées contenant explicitement la ou les variables
collectives étudiées [50].

Afin d’éviter de ré-écrire les équations du mouvement en fonction des coordonnées
de réaction, la stratégie utilisée est d’élargir le systeme de coordonnées initiales en cou-
plant les variables collectives a des métavariables dans un espace des phases différents.
Le modele consiste a associer a une variable g, servant de coordonnée de réaction, fonc-
tion des coordonnées cartésiennes g, un autre degré de liberté s avec une masse p. Les

deux étant couplés a travers un potentiel V(q,s). L'hamiltonien décrivant ce systéme

s’écrit
p2  p2
H= 4 55 )
5 + o +V(a,s) (2.64)

Les équations du mouvement associées sont

md = V4 Vk(q,s) + thermo(8q) (2.65)

us = -VsVi(q,s) + thermo(Ss) (2.66)

Les termes thermo(3,) et thermo(fs) sont présents pour indiquer que ces deux variables
sont couplées a des thermostats différents avec pour températures respectives T et T
telles que Ts > Ty. Vi (q,s) est un potentiel effectif regroupant I'énergie potentielle du
systeme physique V(q) et un potentiel harmonique de couplage entre la coordonnée de
réaction et la métavariable associée V,, — %(qofs)Q, k est une constante de couplage. Ce
dernier peut étre assimilé a un potentiel de biais dans le sens o1 la variable s plus mas-
sive va entrainer la variable g, et pousser cette derniere dans les zones plus hautes en
énergie. Ces dernieres devenant accessibles a s car se déplagant avec une température
bien supérieure.

La séparation adiabatique est assurée par le parameétre x. A nouveau, un parallele

peut étre fait ici avec la méthode de Nosé-Hoover présentée dans la partie avec les
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thermostats o1 la masse Q de la variable introduite déterminait le couplage entre le
réservoir et le systéeme réel et gouvernait les fluctuations de température. L’adiabadicité
est conservée tant qu’il n'y a aucun transfert d’énergie entre les deux degrés de liberté
couplés. Cette condition est obtenue en introduisant une différence importante entre
les masses associées aux coordonnées de réaction du systeme physique et celles des
variables associées dans 1'espace étendue (découplage adiabatique).

Le profil d’énergie libre est directement obtenu grace a la distribution de probabilité
générée adiabatiquement,

G(s) = Bi InP g (s) (2.67)

S

On retrouve ainsi 'expression traditionnellement utilisée pour obtenir un potentiel
de force moyen a partir de la densité de probabilité. La seule différence provient du fait
que la température T de la variable s est utilisée.

Il est ainsi primordial de maintenir a une valeur donnée la température des deux
degrés de liberté, ceci étant réalisé en couplant chacune de ces deux coordonnées a
un thermostat. Les thermostats utilisés sont généralement, le thermostat basé sur les
chaines de Nosé-Hoover [55], le thermostat de Langevin ou encore le thermostat GGMT
(Generalized Gaussian Moment Thermostat) [23].

Dans l'optique d’accélérer encore 1’échantillonnage, Chen et Al. [56] ont proposé
une méthode combinant les caractéristiques de plusieurs méthodes destinées a calculer
I'énergie libre. Cette nouvelle approche reste basée sur la méthode adiabatique dAFED.

L’hamiltonien du systéme reste donc le méme
I:I(I', b, Sap) I‘ p + Z |:— + = Qa( )2) (268)

Ou a correspond a un jeu de variables collectives, s et p correspondent a la position et a
I'impulsion de la métavariable liée a la variable «, ji est la masse fictive associée et xq

le parameétre de couplage entre la coordonnée de réaction q,, et la métavariable associée



74 Chapitre 2. Méthodes numériques

Sa- On retrouve ’'Hamiltonien avec un terme lié a la dynamique du systéme physique
H(r, p) et un autre lié a I'énergie cinétique de la métavariable et finalement le terme de
couplage harmonique entre les deux.

La composante finale est I'introduction du potentiel de biais, semblable a celui in-
troduit lors d’un calcul de métadynamique, pour réduire la fréquence des visites des
bassins d’énergie déja visités. Dans 1’'optique de maximiser la synergie entre le poten-
tiel de biais et la température élevée, le biais est introduit dans 1’espace des phases de
la variable couplée s, cette derniere assurant I’échantillonnage. Ce biais est construit au

cours de la simulation en ajoutant des potentiels d’énergie libre a intervalle réguliers

Ubias(s,8) = h 3 e Iss(@)l/207 (2.69)
Lty <t

Ou h est la hauteur des gaussiennes et o leur largeur. Du a I'ajout de ce potentiel de
biais, rien ne garantit que la surface d’énergie libre puisse étre encore obtenue a partir
de la distribution des probabilités dans I'espace étendue. A la place, il est possible d’es-
timer la force moyenne appliquée par le systeme physique le long de s. Cette derniere
possede l'avantage de pouvoir étre estimée localement contrairement a la densité de
probabilité qui requiert la connaissance de la distribution sur toute la coordonnée de

réaction

Fa(s) = —5— = 57— InPk(s) = (ka(da(r —sa))s) (2.70)

Ou la moyenne est faite sur une distribution canonique a différentes positions de s.
La force ainsi évaluée est indépendante de la température et du potentiel de biais. A
I'instar de ABF, cette force est ensuite intégrée pour obtenir le profil d’énergie libre cor-
respondant. Comme pour estimer 1’énergie a partir de la distribution des probabilités,
la force moyenne peut étre évaluée a partir des simulations temps que 'adiabadicité est
respectée.

Il existe plusieurs possibilité pour s’assurer que l'adiabadicité soit bien respectée
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durant la simulation. Une méthode consiste a suivre I'énergie totale liée a la variable s
et controler que cette quantité reste bien constante au cours du temps. Si cette quantité
n’était pas conservée, ce serait alors le signe qu'un échange de travail se produit entre
le systeme physique et le systeme associé a la métavariable. Une autre facon est de

calculer la température configurationelle [57]

1 (vuE?) e -9)?) (2.71)

T — AL Sl B
config = k5 (V2U(r)) kg

pour que l'adiabadicité soit respectée, la température configurationelle doit étre équiv-
alent a la température du systéme physique. Si cette grandeur s’avérerait supérieure
alors cela serait la signature qu’un transfert de travail ou de chaleur aurait lieu entre les

systemes, brisant de ce fait ’adiabadicité.

Exemple de calcul

En pratique, cette méthode nécessite de choisir correctement la masse de la mé-
tavariable mg et de la constante de couplage « de telle maniere a ce que la coordonnée
de réaction q, échantillonne plusieurs fois autour de la métavariable. Sur les figures
et[2.7/sont donnés plusieurs exemples d’évolution de 1’échantillonnage en fonction
des parametres mg et  respectivement. Lorsque myg est trop faible (figure 2.6), s fluctue
beaucoup autour de q, correspondant a 'effet opposé recherché. Ce n’est que pour des
masses plus importantes que 1'on commence a observer un échantillonnage correct de
(o autour d’une valeur constante de s, soit pour des masses mg supérieures a 10> amu.
De plus, lorsque la constante de couplage « est trop faible (figure2.7), q, et s sont com-
pletement décorrélés 1'un de 1'autre, ce n’est que pour des valeurs de s supérieures a
10° kJ.mol! .nm2 que la coordonnée de réaction et la métavariable se comportent de

maniere correcte.

Comme la masse assure la condition d’adiabadicité, une masse trop faible conduit
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FIGURE 2.6 — Evolution de la variable collective q, en noir et de la métavariable s en
rouge associée pour une température Ty — 400 K et une constante de couplage x —
1,0 x 10° kJ.mol ™! nm2 pour différentes valeurs de mg

a la non conservation d’énergie comme montré sur la figure 2.8 Ceci n’est cependant
pas repérable avec les constantes de couplage qui méme trop faible n’influe pas sur la

conservation de l'énergie.

Pour chaque calcul, il a été nécessaire de s’assurer de la conservation de 1’énergie
totale du systéme (coordonnée de réaction + métavariable, voir[2.9) et d’observer I'évo-
lution de Teoyfig, la température configurationnelle, cette derniére devant étre égale a

la température du systeme simulé.

La convergence des profils a été étudiée avec la méme procédure utilisée pour les

profils obtenues avec la méthode de force de biais adaptatif. La figure 2.10] montre le



2.2. Calculs d’énergie libre

77

x =1.102 kd.mol"'.nm™

0 1 2 3 4

x =1.10* kd.mol".nm™

9 de
QO

(=]
o

0.5
0 1 2 3 4
x = 5.10° kd.mol".nm™
0.6
(7]
‘6 W
=]
o
0.5
0 1 2 3 4

Temps de simulation (ps)

% =1.10° kd.mol.nm™

0.7
0.6
0.5
0 1 2 3 4
x = 1.10° kd.mol"' .nm
0.6

0.5
0 1 2 3 4

x = 1.10° kd.mol".nm?

0.6

[ ——....

0.5
0 1 2 3 4

Temps de simulation (ps)

FIGURE 2.7 — Evolution de la variable collective q, en noir et de la métavariable s en
rouge associée pour une température Ts = 400 K et une constante de couplage mg —

1,0 x 10° amu pour différentes valeurs de

profil d’énergie libre obtenu avec la méthode UFED correspondant au cas d’une lysine

chargée traversant une membrane de POPC. La température configurationnelle et le

travail échangé restant constant au cours de la simulation témoigne que l'adiabadicité

est bien respectée. Ces mémes quantité ont été suivit pour chaque calcul d’énergie libre.

La convergence est mesurée comme

O — \/Z (AG(¢,t) - AG(f;tconv))z
3

Ot teony est le temps correspond au profil estimé convergé.

(2.72)
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FIGURE 2.8 — Evolution de la variable collective q, en noir et de la métavariable s en
rouge associée pour une température Ts = 400 K avec évolution de la conservation de
I'énergie pour différentes valeurs de la constante de couplage et de la masse ms.

Comme pour les profils a une dimension, I’écart quadratique moyen par rapportala
derniere surface d’énergie libre estimée est calculée. La différence entre deux surfaces a

deux instants différents est réalisée en sommant la différence d’énergie libre pour deux

points équivalents

CAS \/Z > (Gi(t) - Gij(tfinal)) (2.73)
i

Ot Gjj(t) et Gj;(tsnal sont les valeurs prises par I'énergie libre pour les coordonnées

de réaction aux valeurs i et j aux instants t et tgy,,1, fin de la simulation, respectivement.
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FIGURE 2.10 - Exemple d’un calcul avec la méthode UFED. Haut : Profil d’énergie
d’une lysine chargée dans une membrane de POPC estimé avec la méthode UFED. Bas
droite : Convergence du profil. Bas gauche : Echantillonnage correspondant a ©.
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2.3 Estimation du pK, dans les simulations

Dans cette section, il sera montré comment, a partir de I'énergie libre déterminé
dans les sections précédentes, il est possible de remontée a une estimation du pK, d"une
molécule titrable dans les simulations. Le pK, étant une quantité communément util-
isée pour décrire la proportion d’especes sous forme chargée par rapport a la forme
neutre. Lorsque qu'un composé acide AH est placé en solution, il se produit alors une
réaction acido-basique au cours de laquelle la molécule subit une dissociation, con-

duisant a 1’équilibre chimique suivant
AHaq = Ayq + Hag (2.74)

ou AH correspond a 'acide, A~ sa base conjuguée et H' est le proton libéré lors de
la réaction. Lorsque les concentrations de ces trois entités n’évolue plus au cours du
temps 1’équilibre chimique est atteint et il est alors possible de définir une constante
d’équilibre chimique propre au couple acide/base AH/A™

A Jaal B g

K
2 [AH]aq

(2.75)

Cette constante est définie a 1'aide des concentrations des especes impliquées dans
I'équilibre [AL,], [Hag] et [AHqaq]. Cependant, cette grandeur peut prendre des valeurs

plus ou moins élevée et il est plus commode de travailler avec le logarithme
pKa = —logioKa (2.76)

Ainsi, plus le pKj, sera petit, plus l'acide aura tendance a se dissocier dans l'eau et plus
l'acide sera qualifié de fort. Réciproquement, sa base conjuguée sera faible. Comme la

constante d’acidité est la mesure de 1’équilibre d"une réaction acido-basique, le pKj est



2.3. Estimation du pK, dans les simulations 81

une caractéristique propre a un couple acide/base.

Une molécule titrable est en équilibre entre sa forme ionisée et sa forme neutre, le
rapport d’espece entre ces deux états étant donné par le pK, de la molécule et le pH
de la solution. La connaissance du pKj, et de la concentration en especes du couple
acide/base permet de remonter a la valeur du pH de la solution. Inversement, la con-
naissance du pH, combinée a la valeur du pK, du couple en question permet d’en dé-
duire les concentrations a I'équilibre. Partant de la définition de la constante d’acidité
et en utilisant la définition du pH, il est possible d’obtenir 1’équation de Henderson-
Hasselbach. Soit le pKj, 1'équilibre acido-basique [2.74]

[AJag[H " lag

pKa - IOg [AH]
aq

(2.77)

En utilisant la définition du pH, pH = flog[Hﬂ, on en déduit 1’équation de Henderson-

Hasselbach
[A Jaq
[AH]aq

pKa — —log + pH (2.78)

Cette équation relie le pK, au pH ainsi qu’aux concentrations du couple acide/base. Il
est possible d’exprimer cette équation de maniere a ne plus travailler avec des concen-
trations. En effet, ces dernieres sont reliées a 1’énergie libre de leurs états associés, plus
évident a manipuler en simulation

[Ai][HJr] o (GA* + GH*) B GAH - AGréaction

Ka — logKa — -1 - _
Pha = 708%a = O8] 2,303 x RT 2,303 x RT

(2.79)

Ou Ga-, Gapg et G+ sont les énergies libre de formation associées aux molécules A~
et AH respectivement. L’énergie libre associée a la réaction acido-basique est donnée
par AGyeactions R est la constante des gaz parfaits et T la température. Le pK, d'un
composé est sensible a son environnement. Dans le cas d"une bicouche constituée de

phospholipides, I'environnement peut étre considéré comme homogeéne dans le plan
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perpendiculaire a la normale de la surface et le pK, n’est supposé varié uniquement
suivant z, la normale par rapport a la surface. Le pK, peut étre estimé comme étant
dépendant de cette coordonnée

_ AGréac’rion(z)
PRa(%) = 5303 % RT (280)

Dans des simulations de dynamique moléculaire classiques, le pH n’est pas un para-
metre explicite et manipuler des quantités liées aux protons n’est pas évident. Pour
cette raison, il est plus commode de travailler avec des ApK, représentant la différence
d’état de protonation entre deux environnements distincts. Ce ApKj, peut ensuite étre
ajouté a une valeur du pKj, déja connue, comme dans un milieu aqueux, pour ensuite

en déduire un profil de pK.

1
PKa(?) = 5 ois xR G (2.81)

1

2,303 x RT [(Gquueux + GH+) - GAHaqueux]

+ [(GA’ (z) - GA;queux) - (GAH(Z) - GAHaqueux>] (2.82)
1

~ 2303 xRT [AGaqueux + AAG(z)] (2.83)

- pKaaqueux + ApKa(Z) (284)

ot AAG(z) est la différence d’énergie libre entre la réaction dans le milieu aqueux et
une position z dans la membrane. Afin d’évaluer 1’état de protonation du peptide, des
calculs d’énergie libre seront conduit afin d’estimer la différence d’énergie libre en dif-
férents points le long de la normale a la membrane pour ensuite estimer le pK, de ce

peptide dans 1’environnement associé a ces positions.
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24 Cinétique

Une autre information intéressante pour la thématique du transfert d’espéeces a
travers des membranes biologiques est la cinétique associée a ce processus. L'énergie
libre est une grandeur thermodynamique et donne des informations sur la faisabilité
du processus ou de la réaction. Dans cette section, les théories permettant d’extraire
des informations sur la cinétique, c’est a dire la rapidité du transfert, sont présentées.
En premier, les méthodes permettant d’estimer la diffusion seront montrées pour en-
suite passé aux modeles permettant d’estimer la perméation, la vitesse avec laquelle la

molécule passe au travers de la membrane, et les taux de réaction.

2.4.1 Diffusion

Différentes méthodes existent pour estimer la constante de diffusion d’une molécule.
L'application d’'une méthode particuliere dépend du systéeme étudié. Deux méthodes
seront présentées, la premiere repose sur l'estimation de 1’écart quadratique moyen,
comme cette méthode n’est adaptée que dans le cas de systemes homogénes, la seconde
méthode, moins commune, permet d’estimer le coefficient de diffusion a I'intérieur de

la membrane a une profondeur donnée.

Relation d’Einstein, diffusion et écart quadratique moyen

En solution, la trajectoire d"une molécule est loin d’étre balistique. Les collisions
aléatoires avec les autres molécules présentes empéchent cette derniére de suivre une
trajectoire rectiligne. Le chemin effectué par la molécule au cours du temps se rap-
proche plus d’une marche aléatoire. Ce comportement a été étudié par Einstein dans

le cadre du mouvement brownien qui a démontré que 1'écart quadratique moyen de la
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trajectoire est proportionnel a sa durée
(Ari(£)?) = ((ri(t) - 1i(0))”) = 2ND (2:85)

Ou N est la dimensionnalité, t le temps et D le coefficient de diffusion. Le vecteur
ri(t) — ri(0) mesure la distance parcourue par la molécule apres un temps t. Dans le cas
d’une trajectoire balistique (sans collisions), 1’écart quadratique moyen évolue comme
une puissance de deux au cours du temps. En phase condensée, le régime balistique
ne tient que pour une trés courte période, cette période correspond au temps moyen
de collision. Au dela, I'écart quadratique moyen évolue de maniere linéaire avec le
temps. Quand ce régime est atteint, il est possible d’en déduire la constante de diffusion
comme étant le coefficient de proportionnalité divisé par deux fois la dimensionnalité

du systeme.

Autocorrélation de la position contrainte

Afin d’évaluer le coefficient de diffusion en fonction de la position le long de la
membrane, cette derniere se trouvant étre un milieu inhomogene, une formulation
développée par Woolf et Roux [70] et simplifiée par Hummer [71] a été utilisée. Dans
sa formulation originale, cette méthode consistait a évaluer la transformée de Laplace
de la fonction d’autocorrélation des vitesses d’une coordonnée de réaction « restreinte

par un potentiel harmonique.

Ay — ~C(s)(0a?)(¢?)
Dls) = C(s)[s(6a2 + (66) /s] — (6a2)(562)

(2.86)

Ou s est la variable associée a t dans 1’espace des transformées de Laplace et C la trans-
formée de Laplace de la fonction d’autocorrélation des vitesses associée a la coordonnée
a. Sous cette forme, elle servait notamment a évaluer la diffusion associée a un angle

diedre en haut des barrieres d’énergie et avait 'avantage de pouvoir calculer I'énergie
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libre et le coefficient de diffusion avec la méme simulation. Hummer [71] la simpli-
fia considérablement en utilisant a la place, la fonction d’autocorrélation des positions

plutot que celle des vitesses

Da) ~ 22 avec 7 fo°°<5c<%§2;;<0>>dt

(2.87)

Ou 7 est le temps de corrélation associée a la coordonnée de réaction.

2.4.2 Perméabilité

Le modeéle de solubilité-diffusion est fréquemment utilisé dans le but de calculer
des coefficients de perméabilité. Ce modele fut proposé en 1901 par Overton [72], suite
aux idées de Meyer [73], afin de prédire la perméabilité d"une molécule traversant une
membrane biologique. Il ne tient pas compte de mécanismes assistés par des protéines
membranaires comme les transporteurs, canaux ou pompes qui, a 'époque, n’étaient
pas encore connus. De plus, dans sa formulation originale, la membrane est considérée

homogene, assimilée a une couche d’huile, et les rafts sont donc ignorés.

Le modeéle de Meyer et d’Overton

Dans ce modéle, la perméation est décrite comme un processus en trois étapes. Pre-
mierement la molécule s’adsorbe a l'interface et rentre a l'intérieur de la membrane,
passant d’un milieu aqueux a un milieu hydrophobe. Deuxiemement, la molécule dif-
fuse dans le cceur hydrophobe. Troisiemement, la molécule se dissout ensuite dans le

milieu aqueux de I'autre coté de la couche hydrophobe.

En suivant ce modele, il est possible de relier la densité de flux transmembranaire, J,

d’une molécule traversant la membrane a son coefficient de partition, K, entre la phase
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aqueuse et une phase organique. La loi de Fick s’écrit alors

J = DyVem = fDM@ (2.88)
K,Dyt
d

J = Pypl(cow —c1w) avec Py = (2.89)

Ou Dy estla diffusion, c1m, cam, C1w, C2w sont les concentrations en molécules passant a
travers la membrane et a I'interface, respectivement de part et d’autre de la membrane.
Les parametres x et d sont la distance de la molécule dans la membrane par rapport
a la premiere interface et ’épaisseur de la membrane. La perméabilité Py est fonction
de d I’épaisseur de la couche hydrophobe, Dy le coefficient de diffusion dans la mem-
brane et K le coefficient de partition de la molécule entre la phase aqueuse et une phase

hydrophobe, K = exp(-AG/kgT) ot AG est l’énergie libre de solvatation.

Afin de rendre compte du caractere inhomogene de la membrane, Marrink et Berend-
sen [74] ont modifié la formulation originelle de maniere a décrire la perméation de
maniére a relier celle obtenue lors d’expériences, donc des propriétés macroscopiques,

a celle obtenue lors de simulations de dynamique moléculaire.

Le flux de particules associé au passage a travers une membrane s’écrit
c
J=rcu= fEV,u (2.90)

Ou € est le coefficient de friction, u est la vitesse moyenne de la particule, c la concen-

tration et u le potentiel chimique. Le coefficient £ est relié & la constante de diffusion

par

RT
D= —"=— 291
¢ ( )

Dans le cas d’une solution idéale, le potentiel chimique s’écrit 1 = u” + RTInc et 'on

retrouve la loi de Fick J = -DVec. Dans le cas le cas d"une membrane biologique, ot1 les
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propriétés varient le long d’une coordonnée z, le flux s’écrit

() = L2 (2.92)

Cette équation décrit le flux de particule a travers la membrane soumis a une force
provenant de la variation du potentiel chimique le long de z due a I'inhomogénéité de la
membrane. Dans le cas ot le flux est stationnaire, i.e. ne dépend plus de la coordonnée
z, la différence de potentiel chimique entre un coté z; de la membrane et le coté opposé
79 s’écrit

Z2 dz
Agii = pii(z2) — i) = JRT / (2.93)

7 ¢(#)D(2)
Ot ¢(z) est la concentration en présence du gradient imposé. Si ce dernier est faible, la
concentration peut étre remplacée par sa valeur a I'équilibre ceq(z) comme si le gradient
était inexistant. La résistance de la membrane a la diffusion de la molécule est définie

alors comme

z2 dz
W%Agﬂﬁ@ (2.94)

Ot caq est la concentration en molécules dans le milieu aqueux de chaque c6té de la
membrane. Le flux devient alors

_ 7Caq*AM

. (2.95)

Pour établir 1’'équation la membrane est considérée comme étant toujours a une
température constante T, le gradient thermodynamique est considéré constant sur la
distance de corrélation de la particule, le flux reste proportionnel au gradient (gradient
faible) et la perméation ne concerne que des molécules isolées ne ressentant unique-
ment que la friction da a la membrane. Les quantités apparaissant dans ces relations
ne sont pas celles usuellement manipulées dans les simulations. L'équation peut

étre réécrite en exprimant les concentrations ceq(z)/caq par la fonction de partition du



88 Chapitre 2. Méthodes numériques

systéme. La concentration locale est donc reliée & la fonction de partition contrainte Z’

Ceq(z) Z'(z) = a/ drd(z — zp)exp-U(r/kgT) (2.96)

Ot1 a est une constante. Le rapport des concentrations ceq(z)/caq est donc donnée par le
rapport des fonctions de partition a une position z; et une autre position située dans le

milieu aqueux.

/

Z,(Z) _ prleal® (2.97)
7' (z1) Caq

AG(z) = -RTln

La perméation se réécrit comme

P(z) =

z2 AG(z)/kgT
! / R (2.98)
71

R(z) D(z)
Ou P(z) est la perméabilité, R(z) la résistivité, AG(z) I'énergie libre a une position z
dans la membrane et D(z) le coefficient de diffusion a la méme position z. Les bornes de
I'intégration z; et zy sont prises comme les positions dans le milieu aqueux de chaque

cOHté de la membrane.

Perméation de molécules

La perméabilité tel que décrite dans la section précédente est une reformulation de
la théorie introduite au début du XX®™€ siecle par Meyer et Overton pour expliquer le
transport de petites molécules organiques a travers la matrice lipidique des membranes
biologiques. Depuis sa formulation, ce modele a été utilisé pour étudier le transfert de
nombreuses différentes molécules a travers des membranes phospholipidiques. Parmi
ces molécules, un certains nombre d’entre elles semblent échapper a cette regle. Parmi
ces dernieres se trouve le proton, les molécules pouvant traverser les membranes par le
biais de pores, certaines molécules aromatiques et les acides carboxyliques [75].

Pour les especes chargées électriquement, la barriére d’énergie rencontrée lors du
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passage a travers une membrane dti a la perte de son hydratation peut étre estimée par

I'équation

2 (1 1
AGporn = 1 <_ - _> (2.99)

7871'60& €m €w
Ot ey et ey sont respectivement la constante diélectrique de 'eau et celle de la mem-
brane. Cette barriere étant importante (plusieurs dizaines de kcal), la membrane est
de ce fait imperméable aux espéces chargées, la forme neutre d’une molécule est celle

ayant une probabilité plus importante de diffuser a travers la membrane.

Les protons constituent un cas bien particulier, le transfert de ces particules se pro-
duirait par la formation de pores dans les membranes et serait a l'origine de leur per-
méabilité élevée par rapport aux autres especes chargées. Si un tel mécanisme était ef-
fectivement a 1’origine de ce taux élevé de perméation alors le modele d’Overton est ef-
fectivement inadapté pour décrire ce passage a travers la membrane. Il en est de méme
pour toutes les especes traversant les membranes par le bais de pores existant ou ayant
été créés. Les acides carboxyliques, et d’autres acides aromatiques faibles, ont souvent
fait 1’état de rapport comme étant une exception au modéle d’Overton. En effet, la forme
déprotonée, qui est alors la forme chargée, étant la forme dominante passant a travers
la membrane en opposition avec la présence d'une barriere d’énergie importante due a

I'énergie de Born.

2.4.3 Taux de réaction et temps de passage moyen

La cinétique d’une réaction est usuellement décrite par le taux de réaction. Cette
derniére quantité permet d’estimer la rapidité avec laquelle une réaction se produit et

peut étre exprimé suivant la loi de Van’t Hoff-Arrhenius

k = vexp(-SEy) (2.100)
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ou k est le taux de réaction, v est un facteur pouvant dépendre de la température,
B = 1/kgT et Ey, est I'énergie d’activation, elle correspond a la barriére d’énergie sé-
parant les réactifs des produits. Le temps de passage moyen peut étre vu comme 1'in-
verse d'un taux de réaction et correspond au temps mis par un systeme évoluant aléa-
toirement pour rejoindre une région donnée de I'espace. Szabo et al. [82] ont dérivé une
formulation du temps de passage moyen en se basant sur 1’équation de Smoluchowski
0
Sop(r,tlro) = L(1)p(r, tlro) @101)
Ou p(r, t|rg) est la probabilité conditionnelle pour le systéme commengant a la position

ro d’étre retrouvé a la position r au temps t. L(r) est I'opérateur de diffusion

L(r) = %D(r) (% + 6%—5) (2.102)
Cette équation décrit I'évolution d"une particule sous I'action de deux processus, la dif-
fusion et la convection. Kramers [83] se basa également sur cette équation pour obtenir
le taux de réaction d'un systeme passant d'un point A & un point B séparé par une
barriere. Dans le cas d"une particule diffusant le long d’une coordonnée de réaction
présentant deux puits séparées par une barriere d’énergie potentielle, le temps de pas-

sage moyen devient

(21 — 279) = / " exp|BAG(z)|D ! (z) x [ / ’ exp[-BAG(£)]d¢| dz (2.103)

1 1

Ot les bornes de l'intégration z; et zy sont prises comme étant le milieu aqueux de
chaque c6té de la membrane, AG est 1'énergie libre le long de z et D(z) le coefficient de

diffusion.

Une autre formulation pour estimer les constantes cinétiques liées a des proces-

sus de transport a été développée par Wang et al. [84]. Le principe est basé sur une
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FIGURE 2.11 — Représentation de la discrétisation du processus de transfert le long de la
coordonnée de réaction associé au saut entre différents sites selon la méthode de Wang
et Al [84].

représentation différentielle discrete de 1'équation de Fokker-Planck, ot la coordonnée
de réaction est divisée en n sites (voir figure 2.1T) et la diffusion est décrite par une
chaine de Markov (les états futurs ne dépendent que de 1’état présent et sont finis).

Pour un ensemble d’état discret n tels que x, = x¢ + nAx,

dpu

% Buoje tFaprp)en + Fug o1+ Buoyjopnia (2.104)
= (Fn-1/2Pn-1~ Bnypn) ~ (Fy1/2Pn ~ Byyg/2Pn1) (2.105)
=Jn-172 T Jnv1/2 (2.106)

oll py(t) est la probabilité de trouver la molécule sur le site n au temps t. Les termes F,
B et J sont, respectivement, les taux de transitions « aller », « retour » et le flux entre

deux sites.

Dn —«
Fn = 2.107
" AxZexp(-a) -1 (2.107)
D
B n__ @ (2.108)

n AR exp(a) - 1

ot = -AG/kgT, Ax estla distance entre deux sites et D, est le coefficient de diffusion.
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Ce chapitre présente les résultats centraux obtenus aux cours des travaux menés
durant cette these. J’ai déja présenté les protocoles utilisés pour s’assurer de la bonne
conduite des calculs ont été déja discutés au cours du chapitre 2. De ce fait, sauf ex-
ception, je m’attacherai plus a décrire ici la maniére dont ces calculs ont été conduit,
pour chacun d’eux. En premier lieu, 1’état de I'art des simulations impliquant le trans-
fert de molécules est présenté. La deuxieme partie introduit les résultats obtenus sur
une interface eau/hydrophobe simple pour ensuite passer, dans une troisieme partie, a
une membrane de POPC. La thermodynamique du processus de transfert y est étudiée
ainsi que l'aspect cinétique. La partie suivante est consacrée a 1’étude de 'influence de
la composition en lipide de la bicouche sur 1’état de protonation d’un peptide modéle.
Les molécules de lipides utilisées pour les membranes biologiques modeles y seront
présentées suivi par les propriétés physico-chimiques des membranes ainsi formées.
Le résultat sur le transfert y sera discuté en utilisant les profils d’énergie libre obtenus
al'aide des méthodes présentées dans les chapitres précédents. Finalement, la derniére
partie traitera de l'utilisation de profils d’énergie libre multidimensionnels afin d’é-

tudier le transfert d’especes titrables a travers des bicouches phospholipidiques.

3.1 Transfert de molécules a travers des membranes en simula-

tions

Les premieres simulations de modeles de membranes lipidiques menées par Van

der Ploeg et Berendsen [1] impliquerent 2 couches de 16 molécules surfactantes (dé-
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canoate) et furent simulées sur 80 ps. Depuis, les systémes membranaires simulés ont
gagné en taille et en complexité. Associé au développement des méthodes de calcul
d’énergie libre, les études thermodynamiques sur le transfert de molécules de complex-
ité croissante a travers des membranes biologiques modéles deviennent de plus en plus
courantes. L'une des premieres molécules dont le transfert a été étudié est la molécule
d’eau [3] suivit par les effets de molécules anesthésiantes sur des membranes et leurs
interactions avec les molécules de lipides [4, 5, 6, 7], de 1'estimation de 1'énergie libre
de transfert d’ions sodium et chlorure a travers une membrane constituée de glycérol
monooléoate [8] et de petites molécules dans une membrane de DPPC (1,2-dipalmitoyl-

sn-glycero-3-phosphocholine) [9].

L’estimation de l'énergie libre de transfert de petites molécules (eau, dioxygene,
monoxyde et dioxyde de carbone, chloroforme et monoxyde d’azote) dans une bi-
couche lipidique par différentes approches sont ensuite survenues [10]. Suivie par des
simulations de molécules plus complexes comme des sucres tel que le ribose [11]], le
di-mannose [12] et le tréhalose [13], d’ions sous forme de paire ioniques [14] ou non
[15,16], des analogues d’acides aminés dans une couche hydrophobe [17] ou des mem-
branes phospholipidiques [18| [19] 20] et avec estimation du profil de pK, pour les es-
péces titrables [21]. Certaines de ces études utiliserent un modéle de continuum élec-
trostatique pour modéliser la membrane ou les tétes polaires et les chaines alipha-
tiques avaient des constantes diélectriques différentes (ccau = 80, €qates = 10 sur 8 A,
€chaine — 2 sur 25 A) [22]. Ces résidus, insérés seuls dans la membrane, ont également
été reliés a une hélice-a dans le but de déterminer le cotit de leur insertion dans la mem-
brane [23] et des études similaires se sont uniquement focalisées sur un résidu, 1’argi-
nine, [24} 25] et en comparant avec la lysine [116]. Le cotit énergétique lié a la mutation
d’acides aminés appartenant a des protéines membranaires dans des membranes con-
stituées de phospholipides a été exploré par des méthodes de transformations alchim-

iques [26]. L'effet de la composition en lipides sur l'insertion d’analogues d’acides am-
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inés a l'intérieur d"une bicouche lipidique a également été étudié [27] ainsi que I'influ-
ence de la concentration en cholestérol et des insaturations des chaines aliphatiques sur
I'énergie de solvatation d'un analogue d’arginine par une approche FEP (Free energy
perturbation) [28] et sur 1’énergie libre de transfert de différentes molécules organiques
[29] 130, [31].

Les estimations de 1’énergie libre de transfert de plusieurs composés a visées phar-
maceutiques ont été faites a travers des membranes de phospholipides comme 1'acide
valproique a travers du DPPC [32], des molécules de cristaux liquides utilisées dans
I'imagerie a l'intérieur du DPPC [33] ou des colorants sensibles a la tension dans du
POPC [34], des groupements polaires de médicaments dans du DOPC (1,2-dioleoyl-
sn-glycero-3-phosphocholine) [35], I'antibactérien fluoroquinolones a travers du DLPC
(1,2-Dilinoleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine) [36], la coumarine et quelques-uns de
ses dérivées [37, 138, [39]], de I'ibuprofene, de 1’aspirine et le diclofénac en fonction de la
profondeur et de la conformation adoptée dans une membrane de DOPC [40]], plusieurs
variétés de molécules thérapeutiques et leurs métabolites en interactions avec des mem-
branes de DOPC et POPG (1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphoglycerol) [41],1'u-
tilisation d’un modeéle polarisable pour de petits analogues de médicaments [42] et
la perméation de molécules améliorant le transfert de médicaments comme le DMSO
(diméthylsulfoxyde), I'éthanol ou l’acide oléique a travers des membranes modélisant

I'épiderme et constituées de céramides [43].

Ce sont parfois des hydrocarbures [44] ou des molécules de lipides entieres qui ont
été transférées afin de comprendre les mécanismes liés au maintien de ’asymétrie dans

les membranes [45)], 146,47, 48, 149].

Compte tenu des possibilités d’application et I'importance qu’ils occupent dans le
domaine pharmaceutique, le transfert de CPP comme des polyarginines [50| 51] et de
peptides antimicrobiens comme la magainine [52]], de peptides synthétiques (WALP et

LS3) [53], des amyloides-/ [54], des S-peptides (peptides constitués d’acides aminés [3)
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[55], I'association de la protegrin-1 sur une membrane constituée de POPE-POPG [56],
I'indolicine sur des modeles de membranes eucaryote et procaryote [57], ’adsorption

de la mélitine [58]] de la transportan [108] et diverses toxines [59] ont été étudiées.

En raison de 'importance des nanoparticules et des possibles effets toxiques sur
la santé, plusieurs simulations ont été menées pour étudier le passage de différentes
variétés de nanostructures, comme des fullerénes de différentes tailles [60, 61}, 62 [63,
64 65], des fullerols Cgo(OHsgg) [66], des fullerenes fonctionalisés avec des molécules
plus complexes [67, 168, [126] ou des dendrimeres avec différentes terminaisons [69].
D’autres formes carbonées correspondant a des molécules de fullerenes malformées
[70], des cages de carbone [71] et des molécules d’adamantanes fonctionalisées [127]
ont également été étudiées. Le cas de nanoparticules Janus (constituées par deux types

d’atomes) a également été étudié [72].

Sur toutes ces études impliquant I'estimation de ’énergie libre de transfert a travers
des modeles, plus ou moins complexes de membranes biologiques, relativement peu
d’entre elles abordent la question de 1’état de protonation des résidus titrables des
molécules en fonction de leurs positions a l'intérieur de la membrane [32, 21} 20] et
de l'influence des lipides sur ce dernier [27]. Pour cette raison, trois membranes, cha-
cune constituée par un type de phospholipide, ont été étudiées dans cette these, POPC,
DPhPC(ester) (1,2-diphytanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine) et DPhPC(éther) (diphy-
tanoyl-phosphatidyl-choline). L'étude du transfert d’espéces titrables a travers deux de
ces membranes particulieres n’a encore jamais été étudiée. Considérant le nombre im-
portant de molécules thérapeutiques existantes, un résidu titrable cationique simple a
été considéré car se retrouvant dans un certains nombre de molécules thérapeutiques
afin d’étudier son état de protonation en fonction de son transfert a travers une mem-

brane biologique.
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3.2 Résultats préliminaires - Interface hydrophile/hydrophobe

Durant les chapitres précédents, les membranes phospholipidiques ont été décrites
comme offrant différents environnements pour une molécule la traversant. Les pre-
miers travaux de cette these concernant le transfert de différents composés ont de ce fait
été réalisés sur un systeme simple constitué par une couche de molécules hydrophobes,
des molécules d’octane, de quelques dizaines d’dngtroms d’épaisseur. L'espece la plus
simple a été un ion sodium, ce dernier est une charge électrostatique ponctuelle, ce qui a
permis d’éviter les problemes liés a ’échantillonnage de conformations internes. Il s’en
est suivi par un analogue d’acide aminé, la lysine. Cette derniere étant une butylamine,
molécule possédant un site de protonation au niveau de ’amine. Les profils d’énergie
libre obtenus par la méthode ABF sont donnés sur la figure La convergence des
profils dans ce systéme, eau/octane, ne présente aucune difficulté particuliere. En effet,
que ce soit avec des ions, des peptides neutres ou chargés, le temps de convergence

pour les profils donnés sur la figure3.Iest inférieur a 20 ns.

Il en a été de méme pour les transformations alchimiques. Des conformations pour
lesquelles I'ion sodium se retrouvait a 1'intérieur de la phase hydrophobe avec les mo-
lécules d’eau reliant la charge au milieu aqueux ont été tirées des simulations ABF. Dif-
férentes simulations ont ensuite été conduites afin de pouvoir estimer le temps néces-
saire de convergence pour les transformations alchimiques, c’est a dire les temps de
simulations pour lesquels I'énergie libre associée a la disparition de I'ion sodium restait

constante.

Dans le chapitre 2 sur les méthodes numériques, il a été question de l'introduction
d’un potentiel de « soft-core » destiné a éviter toutes divergences dans les calculs en
début ou en fin de transformation. Les interactions électrostatiques et de van der Waals
peuvent de ce fait étre éteintes avant la fin de la transformation ou apparaitre durant

cette derniere. Dans toutes les transformations faites durant cette thése, ces interactions
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ont été directement introduites dés le début de la simulation.

Il est possible de calculer le profil de densité d'un systéme simulé par dynamique
moléculaire. Ce profil permet d’obtenir des informations sur la structure du systeme, et
donc de l'environnement rencontré par une molécule, par rapport a la normale d"une
interface dans le cas d’un systeme inhomogene. Le profil pour le systéme eau/octane

est donné sur la figure[3.I]avec les profils d’énergie libre.

Une barriére d’énergie de plus en plus importante apparait lorsque I'espece chargée
se dirige vers l'intérieur de la couche d’octane. La forme neutre posséde un puits d’én-
ergie libre a l'interface, représentant son caractere amphiphile. La différence d’énergie
libre entre le milieu aqueux et la couche d’octane est négative (~ —0,3 kcal.mol ™) mon-
trant que 1'analogue de la lysine est acide aminé avec un caractere légérement hy-
drophobe. Cette observation est en accord avec les données expérimentales de Radz-
icka et Wolfenden [109] ou1 I’énergie libre de transfert (AGirans de différents analogues
d’acides aminés a travers différentes interfaces hydrophiles /hydrophobes ont été déter-

minées. Pour le cas de la chaine latérale de la lysine, a pH=7, AGtrans = 0.08 kcal.mol ™.

Lorsque le composé chargé arrive a une certaine distance de l'interface, une dizaine
d’angtroms, le doigt d’eau reliant la charge et le milieu aqueux se rompt, laissant la
charge avec quelques molécules d’eau comme déja observé dans d’autres simulations
avec une arginine dans du cyclohexane [17]. Dans cette conformation, ’échantillon-
nage du systéme par la méthode ABF reste localisé dans la zone proche du centre de la
couche hydrophobe. Cet événement est représentatif du cas ot le systeme posséde un
degré de liberté lent (formation/rupture d'un doigt d’eau) empéchant un échantillon-
nage correct et donc une estimation correct de 1’énergie libre du transfert de I'ion dans
la phase d’octane. Tant que le doigt d’eau est présent, le systéme diffuse bien librement
le long de la coordonnée de réaction. Une fois ce dernier rompu, le systeme se retrouve

isolé dans la phase d’octane comme montré sur la figure[3.1]

Ce systéme simple a ensuite été utilisé pour estimer la diffusion d’un ion sodium
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FIGURE 3.1 - Profils d’énergie libre obtenus par la méthode ABF dans une couche d’oc-
tane avec un analogue de lysine protonée (brun) et déprotonée (marron). Le profil de la
forme neutre de I'analogue neutre est déplacé suivant I’axe des ordonnées par la quan-
tité d’énergie libre requise pour la déprotonation de la butylamine en milieu aqueux.
En tirets noirs, le profil d’énergie d’un ion sodium est donné, le plateau apparaissant a
6 A du centre correspond  la zone oi1 le doigt d’eau se rompt. Le profil de densité du
systéme est donné en encadré en haut a droite des profils, en rouge la densité de I'eau
et en noire celle de I’octane.

dans des conformations avec des doigts d’eau a l'intérieur de la couche d’octane. Le
profil de diffusion a été construit en faisant une estimation de la diffusion tout les 0.5
A, pour chaque position 0,5 ns d’équilibration suivi de 1 ns de calcul ont été simulé. Les
résultats ont montré que le coefficient de diffusion de 'ion ne semble pas étre affecté par
la présence de structures d’hydratation. La valeur moyenne trouvée est proche de celle
estimée pour la diffusion de l'ion sodium dans l'octane. La valeur estimée pour des

ions sodium dans une boite uniquement constituée uniquement de molécules d’octane
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a été de DN A+ = 0,14 x 10° cm?.s7! contre DN At = 0,09 x 10° cm2.s7L. Une

,octane ,eau

autre observation est la distribution importante des valeurs du coefficient de diffusion

autour de la valeur moyenne.

3.3 Parametres de simulations

Afin de rester consistant avec les autres études portant sur le transfert d’analogues
d’acide aminé a travers des bicouches phospholipidiques, tous les systemes sont con-
stitués de lipides assemblés en bicouche de 32 molécules par couche de phospholipides
completement hydratées. Pour le peptide, le champs de force CHARMM?27 [99] a été
utilisé tandis que pour les lipides ce fut la derniere version CHARMMS36 [93]. Cette
derniere version ne nécessite plus 1'utilisation de tension de surface pour obtenir une
aire par lipide correcte et reproduit convenablement différentes propriétés des mem-
branes. Le modele d’eau utilisé a été le modele TIP3P [100]. Pour les lipides dont les
glycérols sont non-estérifiés, la version originale du champs de force ne posséde pas les
parametres pour décrire cette partie des lipides. Pour ce faire, les parametres dérivés
par Shinoda et Al. [85] spécialement pour l'étude d’étherlipides ont donc été utilisés.
Il existe bien un autre jeu de parametres pour les fonctions éthers implémenté dans le
champs de force CHARMM [101], mais ce dernier ne permet pas de reconstruire cor-
rectement une molécule de phospholipide car les parametres reliant la fonction éther
au phosphate est manquante. Tous les systémes utilisés pour étudier 1'influence de la
composition en lipides sur la membrane comporte une concentration physiologique en
chlorure de sodium (0,15 M).

Pour les trajectoires générées avec le code de dynamique moléculaire NAMD [102],
toutes les simulations ont été conduites dans 'ensemble NPT & 1 atm et a 300 K en
utilisant le piston et une dynamique de Langevin avec une constante de friction égale

a1 psl. Les interactions électrostatiques longues portées ont été calculées en utilisant
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la méthode de « particle mesh Ewald » [103]. Les forces longues et courtes portées ont
été calculées respectivement toutes les 4 et 2 fs en utilisant 'intégrateur RESPA [104].
Les liaisons covalentes impliquant des atomes d’hydrogenes ont été restreintes avec

l'algorithme SHAKE [105]].

Les conformations initiales des systemes ont été construites avec le logiciel PACK-
MOL [84]. Ce dernier positionne le nombre de molécules voulues dans une boite en
se basant sur des contraintes géométriques définies par 1'utilisateur. Les systéemes ont
été chauffés (T = 380 K) pendant une demi nanoseconde afin de briser la cohésion des
queues liés aux interactions de van der Waals. Les systemes ont ensuite été lentement
refroidis a la température désirée en diminuant progressivement la température par
pallier successifs (360 K, 320 K et 300 K) en réalisant 2 ns de simulation environ. Une
fois la phase chauffage-refroidissement terminée, les systemes ont été simulés jusqu’a
I’équilibration de la bicouche en suivant I'évolution de l'aire par lipide. Lorsque cette
derniere arrivait a une valeur proche de celle de la valeur expérimentale et devenait
constante sur un dizaine de nanoseconde, le systeme a été considéré comme étant
équilibré.

Pour les trajectoires générées avec Gromacs (version 4.5.5) [2], uniquement le sys-
téme constitué de 2 couches de 32 lipides de POPC a été utilisé. La configuration de
la membrane provient d'un des systemes préalablement équilibrés. Dans le cas ot le
systéme comportait une lysine chargée, un contre ion chlorure a été introduit, dans le
cas neutre aucun ion n’était présent. Le champs de force CHARMMS36 [93] fut égale-
ment utilisé pour les lipides et les parametres pour le peptide sont issus de la version
CHARMM?27 [99]. Le programme de dynamique moléculaire GROMACS a été compilé
avec l'extension PLUMED (version 1.3) [95] incluant les routines permettant d’utiliser
les méthodes d’énergie libre dAFED et UFED (version 0.7) [110]. Le pas de temps utilisé
est de 2 fs. La méthode « Fast Particle-Mesh Ewald » [113] a été utilisé pour traiter les

interactions électrostatiques avec une grille de dimension de 0,165 nm pour les trans-
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formées de Fourier rapides (FFT). Le potentiel de Coulomb et de van der Waals ont
été atténués a partir de 0.8 nm pour devenir nul & 1.2 nm. La température et le pression
sont respectivement maintenus a 300 K et 1 atm en utilisant les chaines de Nosé-Hoover
[112] et le barostat de Parrinello-Rahman [111] avec des constantes de temps respective-

ment de 0,4 ps et 2,0 ps.

3.4 Protonation et cinétique du transfert d’un peptide titrable

a travers une membrane de POPC

Dans cette section, les résultats obtenus dans le cas d’'une membrane de POPC
seront présentés. Une membrane constituée de molécules de phospholipides présente
une interface bien plus complexe que la simple interface eau/octane de la partie précé-
dente comme en témoigne la figure Sur cette derniere, le profil de densité de dif-
férentes parties de la membrane ayant des propriétés chimiques différentes sont représen-
tées. On y retrouve notamment les cholines, chargées positivement, les groupements
phosphates, chargés négativement, les carbonyles puis les chaines aliphatiques.

Le profil de la figure[3.2 est superposé a une capture de simulation de la membrane
de POPC utilisée dans cette partie pour estimer les profils d’énergie libre de transfert et
les constantes cinétiques présentées plus loin dans cette section.

Cette section se divise en deux grandes parties. La premiere est dédiée aux résultats
relatifs a I’état de protonation du peptide et s’appuie sur I'estimation du profil de pK,
de ce dernier a travers la bicouche en se basant sur I'estimation de 1'énergie libre de
transfert. Cette derniére quantité a été estimée de deux manieres différentes, les trans-
formations alchimiques et la méthode de force de biais adaptative. La seconde partie
se portera plus sur les grandeurs cinétiques liées au transfert comme la perméation et
le temps de passage moyen. Les sous-sections suivantes abordent plus en détails les

protocoles utilisés impliquant les transformations alchimiques et les profils d’énergie

113
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Densité (g.cm™)

FIGURE 3.2 — Profil de densité pour la membrane de POPC. Légende : noir (trait plein)
- eau, brun (trait plein) — choline, brun (tirets) — phosphate, marron (tirets) — glycérol,
marron (trait plein) — chaines aliphatiques. Pour la capture de simulation, cyan — mo-
lécules d’eau, bleu — azote des cholines, brun — phosphore des phosphates, rouge —
oxygenes des phosphates et des glycérols, blanc — hydrogenes des lipides, gris — car-
bones des lipides

libre obtenus via la méthode de biais adaptatif.

Transformations alchimiques

Pour cette méthode, la topologie duale (Chapitre 2 — section 2.2.2) a été utilisée. Au-
cun champs de force ne possede cette topologie dans ses archives, il est donc nécessaire
de construire la topologie de la molécule ot ses deux formes, neutre et chargée, sont
représentées. Les transformations a l'intérieur de la membrane a différentes positions
(tableau 3.1)) ont nécessité la construction du systéme dans une nouvelle configuration.

Le passage d'une espece chargée affecte particulierement la structure de la bicouche
avec la création de doigt d’eau permettant I’hydratation de la charge et par le biais

d’interaction charge-charge avec les tétes polaires, plus spécialement les atomes de
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phosphore des groupements phosphates portant une charge négative venant stabiliser
la charge positive portée par le groupement amine de l'analogue de la lysine. Ces
phénomenes ont également été observés dans d’autres études [21} 27, [77]. Pour la forme
neutre, ces déformations sont plus discrétes et localisées sous la région des glycérols
uniquement ot une molécule d’eau est impliqué dans la formation d’une liaison hy-
drogene (=~ 3 A sous les oxygenes des esters) mais n’accompagne pas l'analogue de la
lysine jusqu’au centre de la membrane. Des conformations issues de simulations avec la
méthode ABF sont données sur la figure [3.4al pour la forme déprotonée et sur la figure

B.4bl pour la forme protonée.

La création des doigts d’eau et la coordination des phosphates n’apparait pas immé-
diatement au cours de la simulation lorsqu'une charge est placée dans la membrane, le
temps d’apparition de ces phénomenes est d’autant plus long que la charge est éloignée
de l'interface est peut prendre plusieurs dizaines de nanosecondes. Pour cette raison,

les transformations « aller et retour » n’ont pas été conduites pour les positions les
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Bl bleue, queues lipidiques — noire).

FIGURE 3.3 — Résultats des transformations alchimiques conduites en différents points
de la membrane de POPC.
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plus proches (LO et L1, voir tableau 3.I) du centre de la membrane. De plus, afin d’é-
conomiser les temps de calculs liés a la formation et a I'équilibration de ce type de struc-
ture lorsque la molécule protonée se trouve loin de l'interface, des conformations tirées
de simulation faites avec ABF (voir section suivante[3.4) ot les structures d’hydratation
étaient déja présentes ont été utilisées. L'analogue de la lysine chargée a simplement
été remplacée par la molécule dans sa topologie duale. Le systeme a ensuite été équili-
bré pendant 2 a 3 ns avec la forme chargée complétement présente et la forme neutre
éteinte. Compte tenu du fait que les positions a l'intérieur de la membrane ne sont pas
forcément les positions les plus stables (cf figure[3.7), la molécule a donc été contrainte
de rester a la position voulue en appliquant des barriéres de part et d’autre de sa posi-
tion d’origine (2 A de chaque coté le long de la normale a la bicouche), aucune restreinte
ne fut appliquée directement sur les atomes de la molécule. Cette derniére était libre de
diffuser dans le plan perpendiculaire a la normale. Les barrieres sont appliquées le long
d’une coordonnée de réaction se trouvant étre ici la distance entre le centre de masse de
la membrane et le centre de masse de la lysine. Lorsque la molécule sort de la zone ot
elle est supposée rester, un potentiel «semi-harmonique» est appliqué dont la constante

de force vaut 10 kcal.A.mol ™.

Les déformations induites par la présence d'une charge dans le cceur hydrophobe
de la membrane conduit a une augmentation des temps de calcul au fur et 8 mesure que
la molécule se retrouve de plus en plus proche du centre de la membrane. En effet, une
transformation alchimique faite dans le milieu aqueux ne nécessite que 2 ns de temps
de calcul pour avoir une bonne convergence. Les positions au centre sont plus délicates,
une transformation nécessite jusqu’a 80 ns de temps de simulation, la transformation
est découpée en 40 d\ chacune de 2 ns (0,8 ns d’équilibration et 1,2 ns de calcul). La
région intermédiaire, offrant un environnement plus riche que le milieu aqueux, ne
nécessite pas des temps de calculs aussi long, 10 ns dans la partie supérieure des tétes

polaires (L5 et L4) et 20 ns dans la partie inférieure (L3 et L2). Ces variations des temps
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‘ Index ‘ Positions (A) ‘ AG (kcal.mol'l) ‘

LO 1.8+ 0.4 39.77"
L1 4.6+05 44.16"
L2 9.5+0.5 47.79 +0.117"

L3 158407 | 48.78+0.08"
14 202+13 | 48.77+0.09"
L5 253+12 | 48.26+0.06
Eau | 321412 | 4871+005

TABLE 3.1 — Résultats obtenus avec la transformation alchimique en différentes posi-
tions a I'intérieur de la membrane. Les positions sont données en fonction de 1’éloigne-
ment par rapport au centre de la membrane. La position LO est la plus proche du centre
etla position L5 la plus éloignée. * Transformations ayant lieu uniquement de la forme
chargée vers la forme neutre. ** Transformations dans les deux sens, erreurs statistiques
évaluées avec ParseFEP et I'estimateur de Bennett [73] dans VMD.

de calcul sont principalement liées a la dynamique plus lentes des chaines carbonées
comparée a la dynamique des molécules d’eau dans le milieu aqueux. Pour toutes les
transformations présentées dans ce chapitre, les mémes parametres ont été utilisés. La
transformation est divisée en 40 fenétres, pour chacune un tiers du temps de simulation

est consacré a I'équilibration et le reste aux calculs d’énergie libre.

Lors d’une transformation alchimique, des erreurs sur l'estimation de I'énergie libre
apparaissent lors de la mutation d"une molécule chargée vers une molécule électrique-
ment neutre. Ces erreurs sont des artefacts introduits par l'utilisation de conditions
aux limites périodiques. Ces artefacts sont dépendants de la facon dont les interac-
tions a longues portées sont traitées [74, [75]. Dans le cas de simulation conduites avec
des boites cubiques et avec la sommation d’Ewald, le terme de correction a été estimé
comme étant {pywalqa = -2,837/L, out L correspond a la longueur d'un des cdtés de la
boite [74]. Cette énergie supplémentaire est le résultat de l'interaction entre la partic-
ule chargée et ses différentes répliques dans les boites de simulations voisines. Pour
des simulations ayant une taille similaire a celle utilisée durant cette these, c’est a dire

des bicouches formées de 2 x 32 lipides, cette correction s’est avérée étre négligeable
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(inférieure a 0,5 kcal.mol'l) 76, 26].

Force de biais adaptatif

Contrairement a l'interface eau/octane, le temps de convergence des profils ABF
pour la bicouche lipidique est nettement augmenté, allant jusqu’a 500 ns. Ce temps
de simulation sera également équivalent pour les profils d’énergie libre ABF donnés
dans le chapitre suivant. Ceci est notamment imputable aux nombreux degrés de lib-
erté lents qu’offre la membrane, comme la réorganisation des chaines aliphatiques et

leurs changements de conformations, les molécules d’eau partiellement liées avec les

FIGURE 3.4 — Captures de simulation lors d"une transformation alchimique avec 'ana-
logue de la lysine dans sa forme duale au début d'une transformation au centre de la
membrane et a la fin. Les déformations observées lors du transfert de la forme chargée
avec la méthode ABF ont été également reproduites avec les transformations alchim-
iques. La disparition de ces structures d’hydratation lors du changement vers la forme
neutre sont apparentes.
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tétes polaires a l'interface, les nombreuses possibilités de liaisons hydrogeénes et la per-
turbation induite par le peptide lors de son passage au travers de la membrane [25, 77].
Pour chaque calcul ABF, la coordonnée de réaction a été divisée en trois parties, une
couvrant le milieu aqueux et la partie supérieure des tétes polaires (22 A a33 A), une
autre correspondant a la partie inférieure (22 A 2 11 A) et la derniére correspondant a la
région otl se trouve les queues des lipides (0 A a 11 A). Les profils d’énergie libre sont

donnés sur la figure
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FIGURE 3.5 — Profils d’énergie libre ABF pour un analogue de lysine chargé (courbe
noire en tirets) et neutre (courbe noire continue) en fonction de la distance par rap-
port au centre de la membrane. Le profil de I'espéce neutre est décalé de 1’énergie libre
équivalente pour déprotoner la lysine dans le milieu aqueux. Les profils en brun provi-
ennent de [21] et ont été obtenus par la méthode umbrella sampling avec d’autres pa-
rametres de champs de force pour les lipides et les acides aminés [114,115] et dans une
membrane constituée de lipides légerement plus long (DOPC). Les profils de densité
pour l'eau (rouge) et les queues des lipides (noir) sont donnés dans I'encadré en haut a
droite pour la membrane de POPC.
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L’analogue de la lysine utilisé est une butylamine, elle posséde une fonction amine
primaire et une chaine carbonée relativement longue permettant a cette molécule de
laisser la fonction amine, chargée, tendre vers l'interface et sa partie carbonée, hy-
drophobe, tendre vers la région des chaines aliphatiques. Pour la forme neutre, ce com-
portement est moins respecté et les conformations adoptées par la molécule sont plus

nombreuses.

La comparaison entre les résultats obtenus ici et ceux retrouvés dans la littérature
permettent de discuter des erreurs systématiques provenant des champs de force. Le
potentiel de force moyen associé a la forme neutre reste en accord avec d’autres ré-
sultats retrouvés dans la littérature [21, 20 [116]. Une barriere est présente a l'interface
(=05 kcal.mol™! ) provenant de I’arrangement des tétes polaires dans cette région suivi
par un puits de (= 3 kcal.mol ™) et finalement un plateau une fois arrivé dans la région

des chaines carbonées.

Les profils d’énergie libre obtenus pour deux champs de force différents sont en bon
accord d"un point de vue qualitatif. Les barrieres et les puits d’énergie sont reproduit
aux les méme positions. MacCallum et al. ont utilisé le champs de force de Berger et al.
pour les lipides [114] et OPLS-AA pour les chaines latérales des acides aminés [115]. Le
lipide utilisé pour construire la membrane dans le systeme de MacCallum et Al. a des
chaines plus longues, deux groupement -CH,— de plus (deux chaines C18 contre une
chaine C18 et une chaine C16). Pour la forme neutre, les auteurs ont trouvé une barriére
de ~ 0,4 kcalmol™! a 23 A dans le début de la région des tétes polaires suivi par un
puits d’énergie libre de ~ -1,7 kcal.mol ™! comparé au milieu aqueux situé a 13 A du
centre de la membrane. Ce dernier est plus profond de 0,5 kcal.mol ™! comparé a celui
estimé durant ce travail. La différence d’énergie libre entre le centre de la membrane et
la milieu aqueux est également plus important pour le POPC (- 1,5 kcal.mol ™ ici contre

-0,3 keal.mol™! [21]).

Le transfert de la forme chargée a l'intérieur de la membrane nécessite une quan-
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tité d’énergie plus importante liée a '’hydratation de la charge une fois dans le mi-
lieu apolaire. La création de doigt d’eau et 1’association avec les groupements phos-
phates permettent de réduire cette barriere d’énergie [25]. Cette observation reste con-
sistante avec le transfert d’autres especes chargées a travers une membrane phospholi-
pidiques ou une interface eau/hydrophobe. La barriere d’énergie libre au centre est de
~ -17,0 kcal.mol™! chez [21] contre ~ - 15,0 kcal.mol ™! pour les calculs menés durant
cette thése, en prenant le haut de la barriére et le bas du puits dans la région des tétes
polaires. Ce puits est localisé pratiquement a la méme position (13 A dans le DOPC et 14
A dans le POPC. Une différence notable est visible dans la région des tétes polaires ot
le profil de MacCallum posséde deux puits d’énergie consécutifs contre un seul grand

puits pour les calculs menés durant cette these. Ces puits sont également plus profonds.

Des éléments de réponses peuvent étre trouvés en regardant les différences entre
les champs de force utilisés. Dans le champs de force développé par Berger et Al [114],
les charges partielles attribuées aux oxygeénes des carbonyles sont plus importantes que
pour le champs de force CHARMMS36 [93] (50Berger = -0,70e, 60y aramizs — - 0/49€ pour
les oxygenes liés aux atomes de carbone et 00y e — - 0/63€ pour les oxygenes des
esters). Le champs de force OPLS [115] et CHARMM?27 [99] assignent les méme charges
partielles pour la fonction amine de la lysine dans son état protonée. Cependant, pour
la forme déprotonée, I'azote de la fonction amine est légerement plus négatif dans le cas
du champs de force CHARMM (0N s = - 0,9€ et N arammzy = - 0,96€). Ces différences
dans les champs de force peuvent contribuer aux erreurs systématiques entre les profils
montrés sur la figure 3.5, bien que la contribution des forces de Van der waals soit
également a évaluer. Neale ef al. ont montré quelques années plus tard que ces profils
pouvaient de plus étre soumis a des erreurs provenant d"'un manque d’échantillonnage
de conformations contribuant aux profils de force moyen et provenant de coordonnées
de réaction lentes liées a la membrane et aux réorganisations des molécules de lipides

[77].
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Une fois 'énergie libre de transfert obtenu pour la lysine dans ses deux états de
protonation, il est possible d’estimer 1’évolution du pK, de cette molécule en fonction

de sa position dans la membrane. Il en sera question dans la prochaine partie.

3.4.1 Détermination du pKj,

Le pKj, peut se déduire des énergies libres estimées par les deux méthodes présen-
tées dans les chapitres précédents : la transformation alchimique et la méthode de biais
adaptatif seront utilisées pour calculer les différences d’énergie libre de transfert entre
la forme protonée et la forme déprotonée (AAG) nécessaire pour I'obtention du pKj,
(Chapitre 2 — section 2.3).

Dans notre cas, 1'estimation de AAG peut ce faire en se basant sur un cycle ther-
modynamique comme celui présenté sur la figure Ce genre de stratégie est plus
particulierement utilisé dans l'estimation de pK, pour des résidus titrables dans les
protéines [96].

Chaque étape du cycle est envisageable via une méthode d’énergie libre bien spé-
cifique. Les chemins représentés par des fleches horizontales peuvent étre envisage-
ables via l'utilisation de transformations alchimiques. Dans ce cas, la quantité AAG
est obtenue via une différence d’énergie entre une transformation faite dans le milieu
aqueux et une autre faite a une position bien spécifique dans la membrane, correspon-
dant au protocole effectué précédemment (voir section3.4). Cependant, 1’énergie ainsi
estimée ne correspond pas a I'énergie de réaction liée a la déprotonation car la création
du proton et les ruptures de liaisons chimiques intervenant au cours de la réaction ne
sont pas prises en compte. Les énergies, AG,cn1 et AGyjeho, sont de ce fait reliées a la
création d’une charge électrostatique dans I’eau ou dans la membrane respectivement
et ne prennent pas en compte I'énergie de création du proton.

Les chemins représentées par les fleches verticales correspondent a un schéma im-

pliquant la méthode de biais adaptatif. Le AAG est calculé en faisant la différence entre
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FIGURE 3.6 — Cycle thermodynamique utilisé pour estimer les profils de pK, pour un
analogue d’acide aminé a une certaine profondeur dans membrane. Le chemin hori-
zontal peut étre envisagé via l'utilisation de transformations alchimiques. Le chemin
vertical correspond a l'estimation de 1’énergie libre de transfert de la molécule du mi-
lieu aqueux au centre de la membrane le long de la normale & la membrane, soit dans
sa forme chargée ou soit neutre.

I'énergie libre de transfert de la forme neutre et 1’énergie libre de transfert de la forme

chargée.

L’énergie libre étant une grandeur thermodynamique, elle ne dépend pas du chemin
suivi et les résultats donnés par ces deux différents chemins doivent donc étre, en
théorie, identiques. Cette stratégie permet de passer d'un probleme impliquant l’es-
timation d"un pK, dans une bicouche lipidique a celui de I'estimation d"une différence

d’énergie de solvatation d'un composé chargé se trouvant dans un milieu aqueux a
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un endroit a l'intérieur de la membrane [97]. Cette derniére quantité se traduit par
un ApK, s’additionnant a la valeur du pK, de 'analogue de la lysine dans le milieu

aqueux (pK, =10,77).
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FIGURE 3.7 — Comparaison entre les profils de pK, obtenus durant cette these avec des
transformations alchimiques (AT —brun et cercles) et la méthode de biais adaptatif (ABF
— marron) avec les résultats tirés de la littérature utilisant une méthode d’énergie libre
différente, umbrella sampling (US — noir), un champs de force différent (OPLS pour
la lysine et le champs de force de Bergeret Al. pour leslipides) et un lipide ayant des
chaines aliphatiques plus longues mais une téte polaire identique [21].

Les profils de pK, obtenus par la méthode de transformation alchimique et la méth-
ode ABF sont globalement en accord sauf en ce qui concerne la région proche du centre
de la membrane. Ces différences sont principalement reliées a la difficulté d’échantil-
lonner correctement I’espace des phases dans cette région dt aux nombreux degrés de
liberté lents liés a la réorganisation des lipides [25] 28} [77]. Les deux méthodes donnent

cependant des résultats similaires dans la région ou la valeur du pK, est aux alen-
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tours de 7, ou la population d’especes neutres commence a devenir aussi importante
que la population d’espéces chargées. Le pK, de I'analogue de la lysine décroit lors de
son avancé a l'intérieur de la bicouche. La population de lysine déprotonée devient de
plus en plus importante & mesure que la molécule se rapproche du centre de la mem-
brane. La région ou la proportion de lysine protonée devient égale a celle de la lysine
déprotonée se situe aux alentours de 6 A selon I'équation de Henderson-Hasselbach en

considérant le pH de la simulation comme étant neutre.

En prenant en compte les différences dans les profils d’énergie libre chez MacCal-
lum et Al [21] et ceux en rapport avec cette these, la zone ol le changement d’état
de protonation est possible se retrouve plus au centre de la membrane, 4 A contre 5
A dans cette étude. Ce dernier résultat est en accord avec des résultats expérimentaux
sur 1’état de protonation d'une lysine appartenant a une hélice-a ou se trouvant en-
fouie a l'intérieur d’une protéine. Isom et al. [106] ont étudié le pK, de 25 différentes
lysines enfouies a l'intérieur de mutants d’une protéine, la staphylococcal nuclease, et
I'impact sur la stabilité et les conformations de la protéine. Les auteurs ont trouvé que
le pK, pour des especes loin du milieu aqueux pouvait étre plus faible de 6 unités par
rapport a la valeur en milieu aqueux. Les environnements de ces résidus sont moins
polaires, ne présentent pas de contre-ions pour former des ponts salins ou ne laissent
pas de molécules d’eau diffuser. Une analogie peut étre dressée avec la membrane ot
les phosphates des tétes polaires viennent s’associer avec ’amine de la lysine et ot la
membrane laisse rentrer une certaine quantité d’eau provenant du milieu aqueux afin
de stabiliser la charge. Gleason et al. [98] ont eux étudié I'état de protonation d’arginines
et de lysines attachées a une hélice-o transmembranaire, ces résidus se trouvant a dif-
férentes profondeurs dans une membrane faite de phospholipide. L'étude a révelée que
I'arginine reste bien chargée méme pour des positions proches du centre de la mem-
brane tandis que la lysine pouvait changer d’état de protonation pour des valeurs de

pHallantde5a 9.
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Parmi les résidus titrables se trouvant dans les 20 acides aminés couramment ren-
contrés, I'arginine est celle qui a été certainement la plus intensivement étudiée [24) 25|
21,120, 76, 20, 28, [116] notamment en raison de son importance dans les canaux sensi-
bles a la tension (segment transmembranaire S4) mais aussi en raison de son abondance
dans les peptides capables de traverser les membranes cellulaires comme le peptide
TAT (TAT - Transactivator of transcription) ou la pénétratine. Elle est souvent com-
paré a un autre résidu cationique, la lysine. L'histidine, qui est également un résidu
cationique titrable, est plus délicat a traiter étant donné les conjugaisons entre deux

sites titrables possible.

Le peptide TAT est un peptide cationique possédant 6 arginines et 2 lysines. La sub-
stitution d’un de ces acides aminés par un résidu neutre conduit a une diminution de
l'efficacité de pénétration a travers la membrane tandis que la substitution d’acide am-
iné neutre ne possede aucun effet, indiquant que les résidus cationiques sont a I'origine
de la propriété de pénétration des membranes [117,[118]. Dans le cas de ces molécules,
il a été montré que la capacité de passer a travers les membranes de phospholipides

provenait principalement de 1'ion guanidinium de 'arginine [121].

Les peptides possédant des arginines ou des lysines le long de leur séquence pep-
tidique sont capables d’interagir avec les lipides de la membrane et de pouvoir courber
cette derniére. L'apport de la dynamique moléculaire a été décisive a ce niveau car elle
a permit de mettre en évidence les différence d’interactions entre 'ion guanidinium de
l'arginine et la fonction amine de la lysine [21}[116]. Dans le cas de la lysine, ces études
montrent que la présence d"une fonction amine en fin de chaine latérale ne permet la
formation que d’une liaison hydrogene et ne peut interagir qu'avec un seul lipide a la
fois et ne peut de ce fait étre impliqué que dans une seule liaison hydrogene. L’étude de
la distribution radiale de la fonction amine en fonction de sa position a l'intérieure de
la membrane ne montre pas de différence notable. L'interaction de I’arginine avec les

tétes polaires est plus forte et conduit a une courbure beaucoup plus importante d"une
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maniere telle que la formation d’un pore devienne possible et facilitant le passage de
peptide a travers la membrane [121} 107, 51].

Les résultats provenant de calculs d’énergie libre et de simulations de dynamique
tendent a corroborer les résultats expérimentaux sur le fait que I’arginine est le seul
résidu capable de maintenir sa forme chargée méme au centre de la partie hydrophobe
de la membrane. Contrairement a la lysine, ot1 les simulations menées durant cette these
ont montré que les déformations et la création de structure d’hydratation ne se produi-
saient uniquement que d’un seul co6té de la membrane a la fois, I’arginine serait capable
de perturber les deux interfaces en méme temps et de créer des pores hydrophiles trans-
membranaires stables sur 20 ns de simulation [25} [116].

L’étude thermodynamique du passage du peptide via I'estimation de ’énergie libre
de transfert a permit d’identifier la zone ot le changement d’état de protonation est
le plus probable. La lysine doit étre amenée relativement loin du milieu aqueux, sous
la région des carbonyles, pour passer de la forme chargée a la forme neutre. La suite
consistera a calculer les constantes cinétiques telles que la perméation et le temps de

passage moyen afin d’obtenir une idée sur la rapidité d’un tel transfert.

3.4.2 Cinétique du transfert

L’analyse détaillée du processus d’absorption du peptide ainsi que son transfert a
travers la membrane reste impossible par voie expérimentale. Pour évaluer compleéte-
ment la processus du transfert de la lysine, les perméabilités et les taux de réaction ont
également été calculés (cf chapitre méthodes). L'évaluation des constantes cinétiques
nécessitant la connaissance de la diffusion le long de la coordonnée de réaction utilisée,
les profils de diffusion liés a la forme neutre et la forme chargée ont donc été calculés
en utilisant la fonction d’autocorrélation des positions restreintes. Ces profils sont mon-
trés en Annexe. Le coefficient de diffusion a été estimé chaque dngtréms. Pour chaque

point, une nanoseconde d’équilibration suivit de 4 ns de simulation servant aux anal-
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yses ont été faites. La diffusion ne semble pas étre affectée par I'état de protonation
du composé et diminue brusquement en arrivant dans la région des tétes polaire. Les
profils obtenus avec cette méthode sont tres proches de ceux obtenus pour d’autres mo-
lécules organiques de tailles relativement modestes dans des membranes constituées de
phospholipides. Pour des molécules similaires a la butylamine comme la méthylamine,
I’éthane ou 'acétamide, le coefficient de diffusion chute a 1/10°™€ de sa valeur dans le

milieu aqueux a l'intérieur de la membrane [78) [79].

Avec une perméabilité de Preytre — 42,96 cm.s™! pour I'espéce déprotonée et P hargee
6,8 x 107 cm.s1 pour la forme protonée, la forme neutre est plus perméable a la mem-
brane que la forme chargée comme de nombreux résultats expérimentaux et théoriques
l'on déja démontré. La perméabilité est une valeur tres sensible a I'énergie libre dt
au terme en exponentielle. De ce fait, les valeurs de la perméabilité retrouvées dans
la littérature pour une méme molécule peut varier sur une plage allant de 10 cm.s! a
10 cm.sL,

L’évolution de la résistance locale, correspondant a l'intégrante dans 1’équation de la
perméation, permet d’analyser les étapes limitantes dans le processus de perméation.
Elle est donnée en fonction de la distance a I'intérieur de la membrane sur la figure
B.8al pour la forme déprotonée et protonée. Pour la forme déprotonée, la région offrant
le plus de résistance a la perméation du peptide correspond a la région des tétes po-
laires. Pour la forme protonée, le centre de la membrane est la région ot la résistance
y est la plus forte. Pour le profil recombiné, la région sous les tétes polaires est celle ol
le peptide rencontre le plus de résistance de la part de la membrane avec une baisse
significative de la perméabilité.

Les temps de passage moyen pour la lysine chargée et neutre sont montrés sur la
figure[3.8bl Le temps mis par la molécule située initialement dans le milieu aqueux d’un
coté de la surface pour passer a travers la membrane et se retrouver de 'autre c6té dans

le milieu aqueux est de l'ordre de la centaine de yis pour la forme neutre et va jusqu’a la
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FIGURE 3.8 — Gauche : Résistance locale, correspondant a I'intégrante dans 1’équation
de la perméation pour le transfert de ’analogue de la lysine depuis un c6té de la mem-
brane a l’autre pour la forme protonée (noir — tirets) et déprotonée (noir — plein). Droite :
Temps de passage moyen en fonction de la distance pour la forme protonée (noir —
tirets) et déprotonée (noir — plein)

seconde pour la forme chargée, bien supérieur aux temps de simulation considérée ici.

Compte tenu de la barriere d’énergie importante retrouvée au centre de la mem-
brane pour la forme protonée, le passage d"une espéce titrable avec une fonction amine
primaire a travers une bicouche lipidique ne peut étre envisagée directement. La forme
neutre ne rencontrant qu'une barriere d’énergie modeste en comparaison peut laisser
envisager une translocation suivant un mécanisme de déprotonation a l'interface et de
reprotonation une fois la région hydrophobe de la membrane traversée. Connaissant
les profils d’énergie libre pour les deux états de protonation de la forme neutre et la
forme chargée et la zone ou I'inversion de population de ces deux formes a lieu, un
profil « hybride » du composé lors de son passage a travers la membrane a été con-
struit comme une approche simpliste suivant un schéma déprotonation/protonation.
Le changement d’état de protonation pouvant survenir sur une vaste zone avant ou
apres celle des 6 A, cette approche permet néanmoins d’estimer la perméabilité et le
temps de passage moyen associé au transfert d’un analogue d’acide aminé basique a

travers une membrane de phospholipides.
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Concernant la perméabilité, les valeurs estimées sont Ppeytre — 42, 96cm.s!, P chargge
6,8 x 10%cm.s! et Phybride = 2,6 % 10 em.st pour la forme neutre, chargée et en util-
isant le profil reconstruit, respectivement. La perméabilité de la forme chargée est 10710
fois plus faible que celle de la molécule sous sa forme neutre. Ce résultat est en accord
avec les observations expérimentales ot le méme ordre de grandeur a été retrouvé en-
tre des électrolytes et des molécules zwitterioniques et des molécules polaires n’ayant
aucune charge électrique. Concernant la valeur estimée pour le profil reconstruit, elle
se trouve étre plus faible que celle estimée pour la forme neutre. Ce résultat est lié a la
barriere d’énergie libre toujours présente, méme en prenant le profil de la forme neu-
tre dans le cceur de la membrane. Cette barriére étant nettement moins importante que
pour la forme protonée de la lysine, la perméabilité obtenue avec le profil hybride est

de ce fait plus importante.

A partir des équations des constantes cinétiques tels que dérivés par Wang [80] (cf
chapitre méthodes), ces constantes ont été calculées dans les différentes régions sur la
figure[3.9et valent ki ~ 2,33 x 10” 571, ko3 ~ 5,41 x 10° s}, kgy ~ 2,74 x 107 571, kyy ~
2,75 x 107 s71. L’étape limitant le transfert se trouvant étre la zone ot1 la déprotonation
a le plus de probabilité d’avoir lieu et ot la lysine passe de la région des tétes polaires

a celle des chaines carbonées.

La méthode ABF sera par la suite utilisée pour produire les profils d’énergie libre
nécessaire a 'estimation du pKj, et des constantes cinétiques. Les deux méthodes con-
vergent vers des résultats identiques mais la méthode de force de biais adaptative offre
I'avantage d’obtenir des profils d’énergie libre « complets », c’est a dire plus continu

que les transformations alchimiques pour un temps de calcul moindre.
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FIGURE 3.9 - Profil d’énergie libre “hybride” et constantes cinétiques associés aux dif-
férentes régions de transitions entre le milieu aqueux et la région des tétes polaires,
les tétes polaires et le centre de la membrane, le centre et les tétes polaires et les tétes
polaires et le milieu aqueux.

3.5 Influence de la composition en phospholipides sur le trans-

fert de peptide cationique

La section précédente a permis de présenter en détails les résultats relatifs le passage
de la lysine a travers une membrane. La zone dans laquelle le changement de protona-
tion est susceptible d’avoir lieu a été identifiée ainsi que les étapes limitant le transfert.
Dans cette section, je présenterai comment la composition en lipide peut moduler ces
différentes observations. Pour ce faire, trois membranes différentes ont été construites,
chacune par une des molécules de lipide présentées sur la figure

Chacune de ces membranes ainsi construites a permis de comparer deux a deux les

influences provenant des différentes parties des lipides. En premier il sera question d’é-
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FIGURE 3.10 — Représentation des trois différentes molécules de lipides utilisées pour
étudier 'influence de la composition en phospholipides de la membrane sur le trans-
fert.

tudier l'influence chaines aliphatiques en comparant les membranes de DPhPC—ester
et de POPC. Puis ensuite, nous passerons aux carbonyles en comparant les membranes
constituées de DPhPC—éther et de DPhPC—ester. Chacun de ces cas d’étude est construit
sur le schéma de la section précédente. En premier les résultats concernant I'énergie li-
bre seront présentés puis ceux obtenus sur la cinétique. Une discussion de ces résultats

cloturera le cas d’étude a la fin de chaque sous-section.

3.5.1 Influence des chaines aliphatiques : DPhPC-ester, POPC

Les résultats obtenus sur les effets liés aux branchements des chaines aliphatiques
avec des groupements méthyles sur 1'état de protonation seront présentés ici.

Les profils d’énergie libre de transfert pour ’analogue de la lysine, neutre et chargée,
dans les membranes constituées de DPhPC et de POPC sont donnés sur la figure 3.11]
Pour la forme déprotonée de 1’analogue, les profils sont assez similaires. Ces observa-
tions ont également été rapportées pour des molécules de tailles beaucoup plus mod-
estes (dioxygene, molécule d’eau, dioxyde de carbone) [87].

Les profils d’énergie libre liés a la forme chargée montrent des différences plus in-
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FIGURE 3.11 - Profils d’énergie libre de transfert pour la forme neutre (trait continu) et
la forme chargée (tirets) de ’analogue de la lysine dans des membranes constituées de
DPhPC-ester (marron) et de POPC (brun) dans 0,15M de NaCl. Le profil de 1'espece
neutre est décalé de I'énergie libre équivalente pour déprotoner la lysine dans le mi-
lieu aqueux. Les profils de pK, déduits de ces profils sont donnés en haut a droite en
fonction de la distance par rapport au centre de la membrane pour du DPhPC ester
(marron) et POPC (brun).

téressantes. Tandis que la barriere d’énergie libre rencontrée au centre de la membrane
est de ~ 13,5 kcal.mol™! (hauteur prise du puits avant la barriére a 12,7 A) pour la
membrane de POPC, celle pour la membrane de DPhPC est de ~ 19,5 kcal.mol™ en
considérant de la méme maniere la hauteur de la barriere par rapport au puits se situ-
ant 2 16 A). La pente liée a 'augmentation de la barriére d’énergie libre est la méme

dans les deux cas.

Ce résultat posséde un impact majeur sur les profils de pKj,. Ces derniers montrent
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qu’une espéce chargée ne peut visiblement pas étre retrouvée trop enfouie a l'intérieur
d’une membrane de DPhPC. La position a laquelle la population d’especes chargées
égale celle d’especes protonées se situe aux alentours de 8 A pour la membrane de

DPhPC contre 5 A pour la membrane de POPC.

Les perméabilités et temps de passage moyen évalués a partir des profils de dif-
fusion et d’énergie libre hybrides tels que présentés dans la section précédente sont

1, TDPhPC = 946 us, Ppopc = 2,5 x 10 cm.st et TPOPC —

Ppphpc — 2,1 x 102 em.s
240 ps pour la membrane de DPhPC et de POPC respectivement. La barriere d’énergie
libre, plus importante dans le cas de la membrane de DPhPC, se reflete sur la cinétique

et de ce fait, le transfert est plus rapide dans la membrane de POPC.

Dans le cas du POPC, I'aire par lipide (~ 64 AZ) est plus basse que pour la de mem-
brane de DPhPC (=~ 79 AZ). Ce résultat se trouve étre lié aux chaines branchées ne
s’orientant pas de maniere aussi ordonnées et paralleles que des chaines linéaires [82].
En estimant 1'épaisseur de ces deux membranes, les résultats obtenus avec les profils
d’énergie libre apparaissent surprenant compte tenu que la région hydrophobe dans
la membrane de DPhPC est moins grande que pour la membrane de POPC (distance
carbonyle-carbonyle, dpopc = 27,96 £ 0,82 A, dester = 26,94 + 0,5 A) De plus, la den-
sité de I'eau a l'interface de la membrane est plus large dans la membrane de DPhPC
comparée a celle de POPC (figure 3.12). Ces observations seraient le fait de la plus
grande stabilité des membranes constituées de chaines aliphatiques branchées pouvant
supporter des contraintes mécaniques plus importantes et résister a des champs élec-
triques plus importants que des membranes faites de chaines carbonées linéaires [88].
La membrane de POPC serait donc plus enclin a supporter les déformations induites
par le passage de la forme chargée de I'analogue que la membrane de DPhPC, dont les

chaines carbonées forment un réseau dense et fortement entremélé.

L'introduction de groupements méthyles le long des queues lipidiques est le résultat

de I'adaptation d’organismes vivants a des conditions environnementales particulieres
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FIGURE 3.12 - Profils de densités pour la membrane de POPC (gauche) et la membrane
de DPhPC-ester (droite). Légende : noir - eau, brun (trait plein) - choline, brun (tirets) -
phosphate, marron (tirets) - glycérol, marron (trait plein) - chaines aliphatiques.

(températures élevées, pH acides, ...). Les membranes constituées par ces lipides ont
donc des spécificités bien différentes de membranes constituées par des lipides ayant
des chaines linéaires. Les conformations adoptées par les chaines branchées diminu-
ent la probabilité de trouver des chaines paralleles au sein de la bicouche. De plus,
les chaines isoprénoiques ont tendance a s’intercaler avec les chaines voisines résul-
tant en un taux de changement de configuration gauche-trans beaucoup plus faible que
les chaines linéaires. Ainsi, les membranes constituées par des molécules de DPhPC
forment des membranes beaucoup plus stables due a cette diminution du taux de con-
formations, les mouvements plus lents des chaines branchées résultant de I'entreméle-
ment des chaines latérales avec leur voisines [82} [83] réduisant ainsi la perméation liée

au passage d’espéce chargée.

Les résultats obtenus sur la thermodynamique et la cinétique du transfert de la
forme chargée vont de pair avec les résultats expérimentaux [123]. Les énergies d’ac-
tivation liées aux passage du proton a travers une bicouche de DPPC (phase gel) et
dans des membranes de faites de lécithines (phosphatidylcholine en phase liquide) ont

été estimées respectivement a Eapypp = 15 kcal.mol™ et Eajecithin = 14 kcal.mol™L. Paral-
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lelement, cette énergie a également été estimée dans des membranes de DPhPC—ether,
Eapphpe = 25 kcal.mol ™. Cette membrane se distingue en différents points d'une mem-
brane de DPhPC-ester, comme nous le verrons la section suivante, mais la résistance
de ce genre de membranes au passage d’especes chargées est attribuée aux chaines
branchées et non aux glycérols des lipides [124]. La perméation du proton est de ce fait
également réduite d"un facteur 1/ 10°™€, La discussion quantitative de la comparaison
de ces résultats expérimentaux avec les résultats théoriques n’est peut étre pas relevante
étant donné les différences de températures entre les expériences et les simulations ou

les erreurs systématiques induites par le champs de force. Il est a noter que ces résultats

sont quand méme qualitativement en bon accord.

3.5.2 Influence des branchements glycérols et des carbonyles : DPhPC-éther,
DPhPC-ester

Dans cette partie, la seule différence entre les molécules de phospholipides consti-
tuant la membrane se situe au niveau des glycérols. Une molécule possede des gly-
cérols estérifiés (DPhPC-ester), I’autre non (DPhPC—éther). Cette modification induit
de grands changements dans dans les propriétés physico-chimiques de la membrane
que je présenterai dans la fin de cette section avec la discussion des résultats.

Les profils d’énergie libre associés a la forme neutre et la forme chargée dans les
deux membranes éther et ester sont donnés sur la figure

Pour la forme neutre, la barriere d’énergie (=~ 0,5 kcal.mol'l) libre située a 'entrée
de la membrane est du méme ordre de grandeur pour les deux membranes, comme
dans le cas du POPC vu précédemment. Ces résultats apparaissent consistants, les tétes
polaires étant les mémes. Cette barriere apparait autour de 24 A pour la membrane con-
stituée de lipide éther et 22 A pour les lipides ester. Il en est de méme pour les puits
d’énergie libre survenant apres ces barrieres. Ce décalage le long de la normale a la

membrane est d(i a son épaisseur, la membrane constituée d’étherlipides étant plus
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FIGURE 3.13 - Profils d’énergie libre de transfert pour la forme neutre (trait continu)
et la forme chargée (tirets) de 1’analogue de la lysine dans des membranes constituées
de DPhPC—éther (noir) et de DPhPC-ester (marron) dans 0,15M de NaCl. Le profil de
I'espece neutre est décalé de 1’énergie libre équivalente pour déprotoner la lysine dans
le milieu aqueux.

épaisse que la membrane d’esterlipides (dester — 36,84 A et dether = 38,89 A). Ces
puits sont situés aux alentours de 13,7 A et 13,0 A et sont profond de -2,8 kcal.mol ™!
et-2,5 keal.mol™! respectivement pour 'éther et 1’ester. De plus, le puits apparait étre
plus réduit pour cette derniere. Au centre de la bicouche, la différence d’énergie libre
entre le centre de la membrane et le milieu aqueux est négative pour la membrane
d’ester (-1,2 kcal.mol'l) et positive (+0,8 kcal.mol'l) pour la membrane avec des éther-
lipides. Pour la forme charggée, les profils d’énergie libre sont assez similaires. Le puits
d’énergie libre est 1égerement plus profond dans la membrane constituée d’étherlipides

(-2,8 keal.mol ™! et -1,6 keal.mol™ respectivement).
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FIGURE 3.14 - Profils de pK, déduit de I'énergie libre de transfert en fonction de la
distance par rapport au centre de la membrane pour du DPhPC—éther (noir) et DPhPC—
ester (marron). En bas a droite sont représentés les profils de densité avec en trait plein
la densité de 1’eau et en tirets les chaines aliphatiques.

La comparaison des profils de pK, obtenus a partir de ces calculs d’énergie libre
(figure 3.14) indique que la déprotonation du peptide apparaitrait avant dans le cas
de la membrane de DPhPC—éther, aux alentours de 6 A du centre pour cette derniere
contre 8 A du centre pour la membrane ester. Ce résultat est principalement la cause
de I'épaisseur de la membrane, la position des tétes polaires est déplacée de 2 A vers le

centre dans la cas de la membrane de DPhPC—ester.

Les études expérimentales basées sur des méthodes de spectroscopie par fluores-
cence sur 'hydratation des tétes polaires entre des membranes constituées de DPPC
et de DHPC (1,2-dihexadecyl-sn-glycero-3-phosphocholine), lipide identique en tout

point au DPPC mais dont les glycérols ne sont pas estérifiés) ont montré les membranes
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de DHPC possede une plus grande quantité d’eau a l'interface due a une plus grande
pénétration des molécules d’eau. La réorientation de ces derniéres a l'interface de la
membrane de DPPC est plus faible que dans la membrane de DHPC, signe qu’elles
sont plus liées aux oxygenes des carbonyles. Les molécules d’eau sont donc plus dy-
namiques a l'interface d’'une membrane constituée d’étherlipides que de lipide estéri-
fiés [122]. Les profils de densité donnés sur la figure 3.14 permettent d’observer que
dans le cas de ces simulations, la membrane d’ester est plus hydratée avec une péné-
tration d’eau plus importante, ce qui est apparait en contradiction avec les résultats
expérimentaux. Cependant, cette observation a déja été reportée par Shinoda et al. [85]
et qui ont avancé I'hypothése que ce résultat était dii a une plus grande hydrophilicité

des groupements ester.

La détermination des constantes cinétiques nécessitant la connaissance de la dif-
fusion le long de la coordonnée de réaction, les profils de diffusion ont donc été déter-
minés de la méme maniere que pour la membrane de POPC. Les perméabilités et temps
de passage moyen associés au passage du peptide a travers la membrane sont Pegter =
2,1 x 102 ecm.s}, Tester — D46 s pour l'estermembrane et Pgyer = 2,3 X 10% cm.sd,
Tather — 2,6 % 10° us pour la membrane constituée d’étherlipide. Ces résultats ont
été obtenus en considérant les profils hybrides comme dans le cas de la membrane
de POPC. La perméation est plus faible dans le cas de la membrane d’étherlipide et
le temps de passage moyen plus grand concordant avec des résultats expérimentaux
sur la différence de perméation entre des membranes de DPPC et de DHPC [81]]. Ce

résultat est principalement la conséquence des barriéres d’énergies plus hautes pour

l’éthermembrane.

Il est également plus difficile de ramener une molécule polaire ou chargée dans le
centre d’'une membrane de DPhPC—éther comparé a une membrane DPhPC-ester ou
de POPC. Les profils d’énergie libre associés au transfert de molécules non-polaires

comme le dioxygene ne sont pas affectés par la mutation des glycérols éther en ester
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[85]. Cette différence au centre est difficilement explicable uniquement en observant
les profils de densité associés a ces deux membranes, ces derniers étant relativement
similaires. Dans le cas de molécules polaires, comme des molécules d’eau, la barriére
d’énergie rencontrée au centre de la membrane est plus basse dans des membranes
constituées d’esterlipides en comparaison a celles constituées d’étherlipides. Le role des
propriétés électrostatiques, dont les différences ont déja été mentionnées auparavant
dans la littérature [85] [86], ont donc servi a expliquer ce résultat en avangant que le

potentiel électrostatique était deux fois plus important dans les membranes d’ester.

L’aire par lipide est plus basse dans le cas de glycérols non estérifiés (~ 73 A? pour
des fonctions éther contre ~ 79 A” pour des fonctions ester). Cette observation est im-
putable au resserrement entre les tétes polaires au niveau des oxygenes des glycérols
afin de réduire le contact entre I'eau et le cceur hydrophobe de la membrane. Cet effet lié
aux liaisons éthers et le resserrement entre les tétes polaires des lipides induit une pres-
sion latérale plus importante au centre de la membrane comme indiqué par les profils
de pression donnés en annexe. Ces derniers montrent une augmentation tres significa-
tive de la pression latérale dans le milieu de la membrane d’éther. La barriere d’énergie
plus haute ressentie par la lysine au centre de la membrane provient en partie de ces
deux contributions. Les profils de pression montrent que les effets électrostatiques ne
sont pas les seuls a contribuer a la barriere expérimentée par le peptide a I'intérieur de

la membrane.

Une autre conséquence est la diminution d'un facteur deux du potentiel électro-
statique pour 1’éthermembrane. Ce résultat est visible sur les courbes de potentiels
données en annexe pour les trois membranes. Ce phénomene peut étre expliqué par
l'électronégativité importante des oxygenes des esters [85 [86]].

Les effets électrostatiques sur la forme chargée apparaissent relativement peu im-

portantes compte tenu du fait que I’énergie d’interaction entre une charge et un dipodle

est généralement plus importante que I’énergie d’interaction entre deux dipo6les. Ces in-
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teractions électrostatiques sont modulées également par l'inverse de la constante diélec-
trique du milieu. Si dans le cas de la forme neutre, la constante diélectrique peut étre ra-
menée a celle d"un milieu apolaire proche des hydrocarbures, le cas de la forme chargée
peut en varier sensiblement. La création du doigt d’eau laissant la charge dans un état
hydraté modifie la valeur de la constante diélectrique. Cette derniere doit étre différente
de celle prise par le milieu aqueux, étant donné que les molécules d’eau présentent dans
la structure d’hydratation ne possede pas la méme dynamique di au confinement, la
constante diélectrique doit cependant étre plus élevée que celle correspondante aux
queues des lipides, ce rapprochant de la valeur de celle de ’eau. De méme, la pression
latérale peut étre modifiée par rapport a celle donnée sur les profils en annexe a cause
des déformations de la membrane liées au passage de la forme chargée.

Les travaux menés ici mettent en lumiére I'importance des propriétés physico-chimiques
des membranes de phospholipides et comment ces propriétés peuvent moduler le pas-
sage de molécules. De maniére surprenante, si des influences sur 1’énergie libre de
transfert ont été observées, le pK, de la molécule semble étre moins affecté. En effet,
les profils de pKj, obtenus se sont retrouvés étre assez similaire, le décalage de la zone
de changement d’état de protonation pouvant étre relié & un simple décalage dans la

position des tétes polaires.

3.5.3 Conclusion

Durant cette section, j'ai présenté comment les membranes pouvaient influencer
le passage de peptides polaires ou chargées. Les lipides a chaines branchées se sont
révélés étre de bons isolants pour les espéces chargées. Méme si les lipides de DPhPC-
ester sont des lipides synthétiques et les lipides de DPhPC—éther ne se retrouve que
chez les archées, a quelques exceptions pres, leurs utilisation dans le domaine phar-
maceutique pour la fabrication de liposomes vecteurs de médicaments nécessite une

bonne stabilité vis-a-vis d’environnement acide. Notre étude montre qu’ils peuvent
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mieux conserver les especes titrables en leur sein.

Lors de la comparaison entre DPhPC—-ester et DPhPC—éther, il est apparut que la dif-
férence dans les propriétés physico-chimiques de la membrane n’influe pas de maniére
significative 1’état de protonation d’une molécule titrable. En revanche, ces propriétés
sont bien a la base des différences de comportement dans le transfert de molécules a
travers la membrane.

La prochaine partie abordera un aspect différent du passage de peptide. L'influence
de I'hydratation de la molécule en fonction de la position a l'intérieur de la membrane
sera étudiée. Nous reviendrons au lipide plus commun, le POPC et aborderons I'étude
du pK, d’une maniere plus originale demandant "utilisation d"une nouvelle technique

d’énergie libre.

3.6 Profils multidimensionnels

L'utilisation d’autres degrés de liberté pour étudier le transfert de molécules a travers
des membranes biologiques est ici envisagée. Dans le passé, l'utilisation de surface
d’énergie multidimensionnelle a déja été introduite pour quantifier le passage d’ions
a travers des canaux ioniques [89]. Durant le déroulement de cette these, ’ajout de de-
grés de liberté supplémentaires pour étudier le transfert a été envisagé par d’autres
groupes et commence a émerger. Par exemple, Ghaemi et al. [90] ont utilisé un mod-
ele cinétique basé sur plusieurs variables collectives afin d’étudier le transfert d’une
molécule d’éthanol au travers d"une bicouche de POPC. En plus de la position par rap-
port au centre de la membrane, les auteurs ont considéré la coordination de la molécule
d’éthanol avec certains atomes des lipides et les molécules d’eau a des positions bien
définies au sein de la membrane. Les auteurs ont utilisé des calculs de « bias-exchange
metadynamics », une variation de la métadynamique originelle o1 plusieurs répliques

sont simulées parallelement et dont le potentiel de biais associé a chaque réplique est
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interchangé de maniere aléatoire entre réplique a intervalle régulier. L'estimation de
I'énergie libre en fonction des autres variables n’a été faite qu’en des points bien précis
du profil de transfert, au niveau des puits d’énergie libre et des états de transitions.
Contrairement aux premiéres études déja publiées, 'approche envisagée dans ce
travail a été 1'utilisation de la coordination de I'amine avec les molécules d’eau présentes
dans sa premiere sphere d’hydratation. Cette approche a notamment été motivée par
I'importance de I'hydratation de la charge et par la création de structures typiques lors
du passage d’especes chargées au travers de milieux hydrophobes. Cette coordonnée
de réaction, déja utilisée, n'a pourtant pas encore été envisagée dans le cas du change-
ment de protonation d’especes titrables lors de leur transfert a travers une membrane

biologique et I'estimation d"un profil de pK, multidimensionnel.

3.6.1 Définition des variables collectives

Une des premieres définition de la coordination comme coordonnée de réaction
a été donné par Sprik [91] puis a été utilisée dans différents calculs d’énergie libres
[92, 189] 94, 90]. La définition de la coordination est celle définie dans le programme

PLUMED [95]

s = Z Z 8jj (3.1)

i€Gy jeGa
ol la somme a lieu sur un atome du groupe 1 (G1) avec les autres atomes du groupe
2 (Gg). Les contributions individuelles s;; sont définies par une fonction d’atténuation

définie tel que

1 pour rj < 0

=1 ey

TN
(%)

avec rjj =| rj — Ij | —dp ol 1; et rj sont la position des atomes i et j appartenant

pour rj; >0
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respectivement aux groupes Gp et Gg. Les parametres rp, dp, n et m sont définis de
maniere a ce que la fonction d’atténuation soit égale a zéro une fois la premiere sphere
d’hydratation passée. Les parametres utilisés ont été dy = 0,32, rp = 0,035, n = 6 et
m = 12.

La méthode utilisée pour estimer des profils multidimensionnels est basée sur une
des méthodes adiabatiques présentées au cours du chapitre sur les méthodes numé-
riques, UFED (Unified Free Energy Dynamics) implémentée dans GROMACS [2]. La
méthode UFED requiert différents parametres qui sont notamment la masse de la mé-
tavariable associée a la coordonnée de réaction mg, la constante de couplage « et la
température associée a cette métavariable Ts. Les parametres utilisés pour estimer les
surfaces d’énergie libre ont été mg,,, = 5,0 x 107 amu, Mgy, — 2,2 X 10% amu.nm?
pour les masses, Koy = 1,0 X 100 k].mol'1 .nm'z, kove = 1,0 x 103 k].mol'1 pour les
constantes de couplage respectivement pour la distance (CV1) et la coordination (CV2)
dans le cas de la forme chargée. Le potentiel de biais ajouté pour la métavariable est
construit en ajoutant un paquet d’énergie potentiel de 1,0 kJ.mol! toutes les 2 ps. Pour
la forme neutre, ces parametres sont légerement modifiés, ms.,,, = 1,0 X 10° amu,
Mgy, = 2,2 X 10% amu.nm? pour les masses, Koy = 1,5 X 10° k].rnol'1 nm>, KOV =
1,0 x 103 kJ.mol™ pour les constantes de couplage respectivement pour la distance
(CV1) et la coordination (CV2). Le potentiel de biais ajouté pour la métavariable est
construit en ajoutant un paquet d’énergie de 0,5 k].mol'1 toutes les 2 ps. La température
utilisée pour les métavariables associées a ces deux degrés de liberté est Ts = 1400 K

pour les deux formes de 1’analogue de la lysine.

3.6.2 Production des surfaces d’énergie libre

Plusieurs simulations, de courtes durées, ont été menées pour déterminer ces para-
metres. Les criteres retenus sont les mémes que ceux présentés dans le chapitre 2 intro-

duisant la section UFED/dAFED. Ces calculs ont été rendues possible grace a un projet
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grands challenges sur les nouveaux calculateurs de I'IDRIS. L'utilisation de nouveaux
processeurs performants et la possibilité de lancer plusieurs répliques (jusqu’a 60 de
maniére optimum) parallelement afin d’accélérer les calculs permettent théoriquement
de produire une surface correctement échantillonnée en une journée de calcul, soit une

microseconde et demi pour un systeme de 20 000 atomes.

Si I'intégration de la force pour les profils a une dimension peut étre faite en util-
isant une méthode d’intégration simple, estimer des forces pour les profils 2D et in-
tégrer ces dernieres est plus complexes. La force estimée a partir des données brutes
obtenues lors des simulations est d’abord lissée en utilisant une méthode de régression
non paramétrique dont la fonction de pondération est de type gaussienne. La force
est ensuite intégrée en utilisant une méthode des moindres carrés. Ces routines sont

disponibles avec I'addition de PLUMED pour les méthodes UFED et dAFED.

Energie libre (kcal.mol™")

050
g =

10>k " 15
2

3 4 5 6 7 g 8 Distance (nm)
Coordination

FIGURE 3.15 — Surfaces d’énergie libre pour la forme neutre (rouge) et la forme chargée
(grise) de 'analogue de la lysine dans une membrane de POPC estimées par la méthode
UFED.

Les surfaces d’énergie libre 2D obtenues reproduisent bien quelques aspects des
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profils a une dimension. Pour la forme chargée, figure 3.16a] le puits se situant a 1'in-
terface est reproduit et localisé dans la région des tétes polaires entre 1,0 nm et 1,5 nm.
La barriere d’énergie au centre est cependant plus haute de 2 keal.mol™! en prenant le
minimum du puits a 'interface et le minimum de la barriere au centre comparé au pro-
fil 2 une dimension. Une barriere de 1 kcal.mol™ est présente a l'interface, 1égeérement
plus haute que dans le profil 1D. Le minimum d’énergie libre le long de la distance par
rapport au centre de la membrane apparait pour une valeur de la coordination égale a

4.

Pour la surface correspondante a la forme neutre, figure des similitudes peu-
vent également étre retrouvées en la comparant au profil a une dimension. Dans la ré-
gion correspondante aux cholines, entre 1,8 nm et 2,3 nm, une petite barriere d’énergie
de 0,5 kcal.mol ™! est retrouvée. De méme, le puits a 'interface, entre 0,7 nm et 1,6 nm,
est également reproduit, profondeur de ~ -2,5 kcal.mol™! par rapport au milieu aqueux.
Relativement en bon accord avec les profils a une dimension ot la profondeur du puits
est de ~ -2,0 kcal.mol™!. Ce puits s’étend sur plusieurs valeurs de la coordination, al-
lant de 1 a 3 molécules d’eau. La partie de la surface correspondante au centre de la
membrane, entre 0,0 et 0,5 nm, se trouve étre la partie la plus en désaccord avec le pro-
fil a une dimension. Dans ce dernier, 1’énergie libre est caractérisée par un plateau. Sur
la surface, le peptide rencontre une légere barriere d’énergie augmentant rapidement
avec le nombre de coordination. Dans cette région, ’analyse de 1’évolution de I'énergie
libre en fonction du nombre de coordination est plus délicate. En effet, I’échantillon-
nage de la coordination pour des valeurs supérieures a une est faible voir inexistante,
introduisant de ce fait des artefacts dans la surface lors de I'intégration de la force (voir
Annexe sur la convergence des profils et I’échantillonnage des coordonnées de réac-
tion). Cependant les régions aux interfaces, pour la molécule dans ses deux états, sont

les zones les plus intéressantes pour étudier le changement d’état de protonation.

A partir des deux surfaces d’énergie libre déterminées, pour la forme protonée et
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pour la forme déprotonée, une surface recombinée a été construite en prenant le mini-
mum de ces deux surfaces d’énergie libre. De maniére similaire au cas a une dimension,
la quantité d’énergie libre nécessaire pour déprotoner I'analogue de la lysine dans 'eau
est ajouté a la surface correspondante a la forme neutre. Le résultat fait apparaitre un
vaste bassin d’énergie libre se situant a l'interface, entre 0,6 nm et 1,8 nm, s’étalant sur
plusieurs valeurs de la coordination. Les deux bassins appartenant a la forme neutre et
la forme chargée se situant dans la méme région et n’étant séparés que par une barriére
d’énergie inférieure a un kcal.mol ™! laisse envisager la possibilité d'un changement de
protonation bien avant les 0,6 - 0,8 nm trouvé pour les profils 1D. En effet, suivant 1’état
d’hydratation du composé il est possible d’observer une déprotonation bien avant, a

partir de la région des tétes polaires entre 0,6 nm et 1,8 nm.

3.6.3 Profils de pK; multidimensionnel

Finalement, une surface multidimensionnelle de pK, a été construite basée sur la
méme idée que pour les profils a une dimension. La différence d’énergie libre entre la
surface reliée a la forme neutre et celle reliée a la forme chargée a servi a estimer un

profil de pK,. Ce profil est donné sur la figure[3.17]

A partir de la surface d’énergie libre ot1 cette derniére est minimum et en la super-
posant a la surface de pK,, il apparait dans la région ot1 'analogue de la lysine pouvait
passer d'un état protoné a un état déprotoné relativement facilement, le pK, de cette
molécule peut varier sensiblement suivant qu’elle se trouve étre coordinée par une ou
plusieurs molécules d’eau. La population d’especes neutres a l'interface peut, d’apres
cette surface, devenir suffisamment important pour permettre le passage d une portion

significative de molécule a travers la membrane sous la forme neutre.
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(a) Surface d’énergie libre multidimensionnelle pour la forme protonée
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(b) Surface d’énergie libre multidimensionnelle pour la forme déprotonée

FIGURE 3.16 — Surfaces d’énergie libre multidimensionnelles obtenues en utilisant la
méthode UFED en fonction de la projection de la distance entre le centre de la mem-
brane et de I'analogue de la lysine le long de la normale a l'interface et du nombre
de coordination avec les molécules d’eau dans la premiere sphere d’hydratation de
I'amine. Les lignes de niveaux sont données toutes les kcal. mol!

3.7 Conclusion générale

Les principaux résultats provenant de ces travaux sont d"une part I'étude de l'influ-
ence de la composition de la membrane sur 1’ état de protonation d’un composé cation-

ique, d’autre part la possibilité d’étudier 'état de protonation le transfert en utilisant
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FIGURE 3.17 — Surface de pK, multidimensionnelle pour 1’analogue de lysine en fonc-
tion de la distance par rapport au centre de la membrane et du nombre de coordination.
Chaque ligne de niveau correspond a une unité pK,. La surface hybride est donnée en
fond.

plusieurs degré de liberté.

Pour ce faire, trois membranes différentes ont été utilisées afin d’étudier l'influ-
ence des chaines aliphatiques et I'influence des glycérols. Pour le premier cas, des lipi-
des constitués soit par des chaines linéaires traditionnelles soit par des chaines iso-
prénoiques et pour le deuxiéme cas des lipides ol les tétes polaires sont reliés aux
chaines carbonées soit par des fonctions éther soit des fonctions ester. Ces derniers se
retrouvent dans une catégorie bien particuliére de micro-organismes, les archées. Les
lipides de ces étres vivants sont connus pour former des membranes particulierement
stable sous une grande variété de conditions. L’estimation de I'énergie libre de trans-
fert pour la forme chargée a effectivement montré que le cotit énergétique pour amener
une charge dans le coeur hydrophobe d"une membrane constituée par des chaines car-

bonées méthylées est bien supérieur au cas de chaines linéaires. Dans le cas de la dif-
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férence éther/ester, aucune influence sur le pK; n’est réellement observée. Cependant,
les profils d’énergie libre révelent que 'insertion d’'une molécule dans une membrane
faite de lipides non-estérifiés est plus difficile notamment a cause de 1'existence d’une

pression latérale intérieure plus importante.

La seconde partie a nécessité 1’évaluation de profils d’énergie libre multidimension-
nels en prenant en compte en plus de la distance entre le centre de masse de la mem-
brane et le centre de masse du peptide, la coordination de ’amine avec les molécules
d’eau présentes dans sa premiere sphere d’hydratation. Ces profils ont montré de nou-
velles possibilités pour le peptide pour changer d’état de protonation. Effectivement,
suivant le nombre de molécules d’eau hydratant le peptide la forme neutre apparait
stable au-dessous des glycérols pouvant faciliter de ce fait I'insertion dans le cceur hy-

drophobe de la membrane.

Une des limitations des études réalisées durant cette thése provient du fait que
le résidu traversant la membrane est isolé, ce qui dans le cas de molécules thérapeu-
tiques, plus complexe, des corrélations ou des synergies entre résidus peuvent exis-
ter. Ces phénomenes ont été identifiés pour des peptides riches en résidus cationiques
comme la transportane [108], adoptant une conformation en hélice-«, dont le passage a
travers la membrane est facilité par la présence de multiples lysines formant des struc-
tures d’hydratation. Dans le cas du peptide TAT ou de la pénétratine, deux peptides
riches en arginine, la présence de multiples arginines provoque la courbure de la mem-
brane ou la formation de pore transmembranaire, phénoménes qu’un seul résidu isolé
ne peut créer [125]. L'ajout d’un vecteur, comme une nanoparticule de fulleréne, via
ses propriétés hydrophobes va également changer la thermodynamique du transfert
d’une molécule thérapeutique [67]. Une possibilité serait de considérer des peptides
modeles simples avec plusieurs fonctions titrables et regarder, via 1'estimation de pro-
fils d’énergie libre multidimensionnels, les synergies entre ces différents résidus. Dans

le cadre de ces molécules plus complexes, I'estimation de degrés de liberté supplémen-
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taires pourraient étre en lien avec les angles diédraux ou la distance entre deux atomes.
Les molécules pharmacologiques pouvant exister sous des conformations différentes,
celles se trouvant étre les plus relevantes en milieu aqueux peuvent étre différentes de

celles dans la membrane ou a l'interface.
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Annexe

Les méthodes utilisées pour calculer les potentiels électrostatiques et les profils de
pressions sont donnés ici . Viennent ensuite, les convergences pour les profils présentés

dans les résultats puis les profils de diffusion dans les différentes membranes.

1 Calculs des profils électrostatiques et de pressions le long de

la normale a la membrane

1.1 Théorie

Il est possible de I’estimer a partir de simulations de dynamique moléculaire en util-
isant I’équation de Poisson-Boltzmann appliquée a I'électrostatique faisant une double

intégration sur la densité de charges le long d"une direction de la boite de simulation.

Ad(z) = b(z) — B(0) = io /0 ’ /0 " o ad! 1)

ol z correspond a la normale par rapport a la bicouche, ¢ est le potentiel électrostatique,
€o la perméabilité du vide et p la distribution de charges.
I1 est également possible de calculer la pression pour différentes profondeurs dans

la membrane et d’obtenir un profil de pression latérale en fonction de z, la normale a la
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membrane [1]]. La pression moyenne peut étre exprimée comme le tiers de la trace du

tenseur de pression p, ce dernier s’écrivant d’apres le théoreme du viriel
p=2E) % @)

ol (...) représente une grandeur moyennée sur l'ensemble des probabilités de 1’ob-
servable, E représente le tenseur d’énergie cinétique et X le tenseur des contraintes.

L’énergie cinétique est obtenue a partir des vitesses
1
E = §Zmivi®vi (3)
i

Le tenseur des contraintes ¥ est une grandeur macroscopique résultant de la moyenne
sur I'ensemble des propriétés microscopiques provenant des forces d’interactions entre
les particules. Il est peut étre exprimé en fonction du viriel ©
e 1
> Fyj@r @)

TV V&
1<)

ou rj; et Fj; sont respectivement la distance et la force entre les particulesiet jet V le
volume du systéme. Dans le cas ot les forces sont estimées en utilisant une sommation
sur un réseau (comme dans le cas des sommations d’Ewald pour les forces électrosta-
tiques), cette formulation doit étre légerement modifiée. La membrane peut étre con-
sidérée comme étant un systeme homogene et isotrope dans le plan (x,y), le tenseur est
évalué uniquement le long de z, la normale a la surface. La boite de simulation est ainsi
divisée en tranches d’épaisseur Az. Ainsi le profil de pression le long de la normale a
la bicouche peut étre estimée lors d"une simulation de dynamique moléculaire par la

relation

1
Plocal (z) = Z miVi ® Vi ~ 557 Z Fy; @ rjif(z, 7, 7j) )
i€tranche i<
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out AV est le volume de chaque tranche, f(z, 7;,7;) = Az/|z;—7| si chacune des particules
se situent en dehors de la tranche et de chacun des cotés (en respectant les conditions
aux limites), f(z,z;,7j) = Az/2|z; — 7| si une des particules se trouvent dans la tranche
et f(z,7;,7;) = 1 si les deux particules se trouvent a I'intérieur de la tranche. Finale-
ment, si les deux particules se trouvent en dehors de la tranche mais de méme c6té, la
contribution au viriel est nulle.

Les profils de potentiels électrostatiques et de pressions présentés respectivement
sur les figures [Tal et Ibl ont nécessité des temps de simulation de 70 ns environ de
maniere a obtenir une statistique suffisante. Les méthodes pour les obtenir sont présen-
tées en annexe. Dans le cas de la pression, un module présent dans le programme

NAMD (v9) a été utilisé.
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1.2 Résultats
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FIGURE 1 - Profils électrostatique et de pression pour les trois différentes membranes
utilisées pour étudier le transfert et la protonation de peptides.
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2 Profils de diffusion

Les profils de diffusion utilisés pour estimer les différentes constantes cinétiques

sont données sur la figure (A.3).
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0.1 Déprotonée
.o ——— g
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FIGURE 2 - Profils de diffusion pour les trois membranes utilisées lors de 1'estimation
de I'influence de la composition de la membrane sur le passage d'un analogue d’acide
aminé
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3 Convergence

3.1 Profil A une dimension
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FIGURE 3 - Estimation de la convergence sur les profils a une dimension utilisés dans
I'étude sur l'influence de la membrane sur le transfert de composés titrables
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3.2 Profils multidimensionnels
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FIGURE 4 - Estimation de la convergence sur le profil & deux dimensions utilisant la
distance et la coordination pour la forme neutre et chargée de 1’analogue de la lysine.
L’écart quadratique moyen est donné sur le graphique en haut de la figure. Les zones
échantillonnées en fin de simulation correspondant au instant (a) et (b) sont donnés sur
les histogrammes en dessous.
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Conclusion générale et perspectives

Une molécule peut étre internalisée de plusieurs manieres différentes, soit par en-
docytose, soit via des protéines ancrées dans la membrane ou alors par diffusion libre a
travers la paroi cellulaire. Cette derniere éventualité a été exploré au cours de ma these.
Suite a des évidences montrant la possibilité pour des peptides titrables de pouvoir
passer au travers des membranes [2], les travaux se sont concentrés sur un peptide titra-
ble pouvant se retrouver dans plusieurs composés ayant des propriétés thérapeutiques.
Sans contrainte particuliere sur la molécule a étudier et compte tenue de la vaste famille
de pharmacophore existants aujourd’hui, un peptide commun a été choisi, pouvant se
retrouver dans différents médicaments et peptides ayant des propriétés thérapeutiques.
Le choix s’est donc porté sur un analogue de lysine, une butylamine, possédant un site
titrable a travers sa fonction amine et une chaine carbonée simple. Par la suite, j’ai dé-
cidé d’étudier les phénomenes de changement d’état de protonation suivant deux an-
gles différents. La premiere a été de considérer 1'effet de la composition de la membrane
sur le transfert du peptide en question. La deuxieme aura été d’approcher le transfert
d’une maniere originale un analysant les différentes contributions et degré de liberté
pouvant influer sur I’état de protonation du peptide. Pour ce faire, le choix de consid-
érer I’évolution du pK, non pas comme étant dépendant uniquement de la position

du peptide dans la bicouche mais également en fonction de son degré d’hydratation.
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Ce dernier apparaissant comme une condition importante dans la stabilisation de la

charge.

Dans le premier cas, l'influence des glycérols et des chaines aliphatiques sur le trans-
fert et 1'état de protonation du composé modele a été étudié. Les membranes faites
d’étherlipides ont un potentiel dipolaire deux fois plus faible et ont également une pres-
sion latérale a I'intérieur beaucoup plus importante. La membrane constituée d’éther-
lipides est de ce fait moins perméable aux composés neutres comme chargés. En ce
qui concerne les chaines aliphatiques, I'addition de groupements méthyles stabilise la
membrane en la rigidifiant. Cet ajout ne montre aucun effet sur la molécule neutre.
Il n’en est pas de méme pour la forme chargée ot la barriere d’énergie au centre est
considérablement plus importante. Il s’est avéré que la forme chargée d"une molécule
ne pouvait se trouver enfouie loin a l'intérieur de la membrane et la perméation du

peptide, assumant un changement de protonation, s’en retrouvait ainsi diminuée.

Avec les nombreuses avancées faites sur la compréhension des mécanismes ayant
lieu lors de l'interaction de peptides avec des membranes phospholipidiques, les voies
d’internalisation des molécules a l'intérieur des cellules sont dépendantes des pro-
priétés de la molécule en elle méme. La thématique liée au transfert de médicaments
a travers les membranes biologiques est une d’importance capitale en médecine et en
pharmacologie. Elle offre de ce fait de nombreuses perspectives d’études avec 'aug-

mentation de la résistance aux antibiotiques, les thérapies géniques ou la thérapie ciblée.

La taille des molécules transférées en simulation augmentant en complexité conduit
invariablement a augmenter le nombre de degré de liberté interne lié a ces molécules,
comptant de plus sur la possibilité de pouvoir lier ces molécules a des plates-formes
nanoscopiques telles que des fullerénes. De plus, les membranes phospholipidiques
sont également des environnements offrant de nombreux degrés de liberté lents aug-
mentant les temps de convergence des calculs d’énergie libre. Avec le développement

des méthodes de calculs d’énergie libre, il devient donc envisageable d’estimer des pro-
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fils multidimensionnels afin d’explorer plus en détail les conformations d"une molécule
a visée thérapeutique durant son adsorption sur la membrane et lors de sa solubilisa-
tion a I'intérieur du cceur hydrophobe.

Finalement, une derniere approche envisageable, concernant plus particulierement
les composés titrables, fait appel aux méthodes a pH constant. Le développement et
I'amélioration de ces méthodes pourraient permettre d’analyser la déprotonation d'un
peptide au cours de la simulation lors de son adsorption a la membrane comme ce fut

déja le cas pour des lipides s’assemblant en micelle en milieu aqueux [1].
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Résumé

Le transfert d'un analogue de lysine au travers de membranes de phospholipides a
été étudié. Des simulations de dynamique moléculaire et des calculs d’énergie libre ont
été conduits afin d’étudier 1’évolution du pK, de cette molécule en fonction de sa posi-
tion a I'intérieur de la membrane. Des grandeurs cinétiques telles que la perméabilité et
les constantes de réaction associées au transfert ont montré que ce processus est suscep-
tible de ce produire sur des échelles de temps appartenant a la ms. La comparaison de
ces grandeurs entre dans des membranes constituées d’étherlipides et de lipides avec
des chaines branchées a été faite par la suite. Les études ont montré une diminution de
la perméabilité et une augmentation du temps de passage dans des membranes faites
d’étherlipides. L'ajout de méthyles le long des chaines carbonées augmentent égale-
ment le temps de passage et la perméabilité mais de maniere moins importante. Cepen-
dant, le pK, indique que la forme chargée ne peut étre retrouvée aussi profondément
que dans une membrane constituée de chaines linéaires. Finalement, le transfert du
peptide a été étudié on estimant des surfaces d’énergie libre multidimensionnelles. La
coordination de I’amine avec les molécules d’eau dans sa premiere sphere d’hydrata-
tion et la projection de la distance par rapport au centre de la membrane. De nouvelles
possibilités pour le changement d’état de protonation du peptide sont apparues. Con-
trairement au cas 1D, la forme neutre peut apparaitre déja dans la région des tétes
polaires pour une certaine valeur de la coordination. Ces valeurs, inférieures a celles

du milieux aqueux, peuvent étre atteintes a l'interface d’apres les surfaces déterminées.

Mots-clés: Simulations, dynamique moléculaire, énergie libre, pK,, membranes biolo-

giques, lipides, peptides, état de protonation, cinétique, perméabilité.
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Abstract

The transfer of a lysine amino acid analog across phospholipid membrane models
was investigated using molecular dynamics simulations. The evolution of the proto-
nation state of this small peptide as a function of its position inside the membrane was
studied by determining the local pKa by means of free energy calculations. Permeability
and mean first time passage were evaluated and showed that the transfer occurs on the
sub-ms time scale. Comparative studies were conducted to evaluate the changes in the
local pKa arising from the differences in the phospholipid chemical structure. We com-
pared hence the effect of the ether vs ester linkage of the lipid head group as well as the
linear vs branched lipid tails. The study reveals that protonated lysine residues can be
buried further inside ether lipid membrane than ester lipid membrane while branched
lipids are found to stabilize less the charged form compared to their un-branched lipid
chain counterparts. As a result, the permeability and the transfer rate across a mem-
brane constituted by ether lipid was found to slower than in membranes constituted
by esterified lipids. Finally, multidimensionnal free-energy surfaces for the transfer of
the peptide in its both states, charged and neutral, were estimated. The coordination of
the amine with the water molecules in its first hydration shell with the projection of the
distance from the center of the membrane were used as reaction coordinates. New pos-
sibilities for the deprotonation reaction were found, the latter appearing closer to the
headgroup region. This finding suggests that if the lysine analog were less coordinated

by water molecule a deprotonation is possible in the headgroup region.

Keywords: Simulations, molecular dynamics, free energy, pK,, biological membranes,

lipids, peptids, protonation state, kinetics permeability.
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