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INTRODUCTION GENERALE

Les procédés chromatographiques restent a ce jour les opérations unitaires les plus
utilisées et essentielles pour la purification des biomolécules. Pourtant, bien que leur
efficacité pour obtenir des purifications élevées ne soit plus a prouver, leur cotit représente
toujours jusqu’a 80-90 % du coftit total de production dans I'industrie des biotechnologies
(Costa et al., 2014). Ces procédés sont toujours tres largement utilisés car en plus d’obtenir
des produits finis hautement purifiés et concentrés, les molécules ne sont généralement

pas dénaturées par le procédé.

Parmi toutes les techniques de chromatographie existantes, la chromatographie d’échange
d’ions est en particulier tres appliquée a la purification des protéines. Son principe se base
sur la particularité des protéines a présenter une charge globale variant selon le pH envi-
ronnant, qui peuvent ainsi étre séparées par rétention sur des résines échangeuses d’ions.
Néanmoins, si ce procédé est particulierement efficace lorsqu’il est appliqué a des milieux
assez simples et pré-purifiés, ce n’est pas forcément le cas dans les milieux bruts et com-
plexes, ou plusieurs molécules dont d’autres protéines que celle d’intérét peuvent étre
présentes. L’apparition de phénomenes propres a la composition complexe du milieu envi-
ronnant, qui surviennent a une échelle locale, font que ces mécanismes s’averent difficiles a
prédire et a controler. Aujourd’hui, les procédés industriels ont été essentiellement congus
en se basant sur des modeles empiriques basés sur des observations macroscopiques et se

retrouvent pour la plupart sous-optimisés.

C’est donc dans un objectif d’optimisation et de réduction des cofits de production
que la demande pour une meilleure compréhension des phénomeénes locaux ne cesse de
croitre. En effet, une meilleure appréhension des mécanismes physico-chimiques survenant
a 1’échelle atomique pourrait permettre une progression dans les études d’optimisation
du procédé. Cela peut également aider la création de nouveaux modeles prédictifs et mé-
canistiques, et ainsi de s’affranchir peu a peu des modeles empiriques, voire de concevoir
des modeles hybrides. Ces informations a 1’échelle de I'atome restent cependant encore
difficiles d’acces dans les conditions du procédé, et les techniques expérimentales de mi-

croscopie actuelles sont difficiles a appliquer dans de telles situations. Toutefois, beau-
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coup d’efforts ont été fournis ces dernieres années dans ce domaine, avec notamment des
méthodes analytiques et expérimentales appliquées notamment a la caractérisation des

supports chromatographiques.

Outre par des méthodes expérimentales, il est également possible de tenter de répondre
a ces problématiques en utilisant des méthodes computationnelles. Lors des dernieres dé-
cennies, I'important développement des moyens informatiques a permis 1’émergence de
nombreuses méthodes de simulation numérique. A ces débuts, la simulation numérique
était utilisée en grande partie en supplément a des expériences, dont la modélisation
était parfaitement maitrisée. Avec le temps et la croissance de la puissance informatique,
les simulations ont tres vite été utilisées afin d’acquérir de nouvelles connaissances, et
en particulier lorsque les conditions étudiées ne sont pas réalisables a ’échelle du labora-
toire. Aujourd’hui, elles contribuent méme a I’élaboration de nouveaux modeles physiques
(Kittelmann et al., 2017b).

Ainsi, parmi les approches actuellement proposées, la simulation moléculaire apparait
comme un outil pertinent et performant afin d’améliorer les connaissances au niveau
moléculaire. Les simulations moléculaires ont été tres largement utilisées pour 1'étude
des biomolécules, et en particulier des protéines. Le but de la modélisation moléculaire
en particulier est de connaitre les structures 3D des molécules au niveau atomique et
d’étudier leurs interactions, et ainsi de comprendre le comportement des molécules. L’idée
est ainsi d’appliquer ces méthodes a des cas d’études de chromatographie d’échange d’ions
des protéines afin de mieux comprendre les mécanismes intermoléculaires, mais également
de vérifier 'impact de certaines variables physico-chimiques telles que la force ionique et
le pH sur ces phénomenes. La force de la simulation est également de pouvoir acquérir
des données non accessibles expérimentalement dans des cas de conditions extrémes et

d’échelles de temps et d’espace non réalisables en laboratoire.

Si la dynamique moléculaire a été tres largement utilisée dans 1’étude des protéines en
général, son application a I’étude des phénomenes locaux dans les procédés, et en particu-
lier a la chromatographie reste assez limitée. Malgré tout, plusieurs groupes de recherche
se sont déja focalisés sur cette problématique et ont permis de montrer la pertinence de
ce type d’approche pour une meilleure compréhension des procédés chromatographiques.
Des protéines modeles, telles que le lysozyme, la ribonucléase A ou encore 'albumine de
sérum bovin (BSA), ont notamment été utilisées dans la mise en place de ces méthodes
de simulation. Plusieurs niveaux de description du systéme ont également été proposés,
avec des représentations du systéme atome par atome (modeles tout-atome) ou des re-
présentations plus simplifiées permettant notamment I’étude de systemes plus complexes

(modeles Gros Grains).
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C’est donc dans cette démarche de contribuer a l'apport d’informations des phéno-
meénes physico-chimiques a I’échelle atomique que ce travail a été proposé. L’objectif
de cette étude est d’initier des études préliminaires grace a un couplage de deux ap-
proches, expérimentales et numériques. Ainsi, la pertinence des simulations moléculaires
peut étre discutée par confrontation a des données expérimentales obtenues a 1’échelle
macroscopique. Le but n’est donc pas d’acquérir une connaissance exhaustive de toutes
les interactions possibles, mais d’identifier des phénomenes clés qui permettent de mieux

décrire les comportements a 1’échelle du procédé.

Pour cela, la démarche appliquée dans ce travail est premierement de définir un sys-
teme modele, composé d'une protéine et d’une résine échangeuse d’ions, et des conditions
opératoires de référence. Vient ensuite la question de comment relier des observations ma-
croscopiques a des simulations a 1’échelle moléculaire : pour cela, a partir des pistes déja
abordées dans la littérature, la loi d’Action de Masse Stérique (loi SMA), qui est actuel-
lement I'un des modeles les plus utilisés pour décrire des équilibres d’échange d’ions ap-
pliquées a des macromolécules, est utilisée. En effet, les parametres de ce modele peuvent
étre déterminés a la fois a I'aide d’expériences macroscopiques, mais également a par-
tir des simulations moléculaires. La comparaison de ces parametres calculés aux deux
échelles peut alors servir de moyen de validation de la pertinence des simulations. Par
ailleurs, en plus des études sur ce systeme de référence, I'influence de certaines conditions
opératoires comme la force ionique ou le pH pourra étre étudiée et son impact sur les mé-
canismes identifié. Enfin, une fois la méthodologie bien établie et validée pour un systeme
mono-constituant, I'objectif ici est également d’observer le comportement de la protéine
cible a I’échelle locale en présence d’une deuxieme protéine et d’identifier des interactions

spécifiques.

L’ensemble de ces résultats est présenté dans ce manuscrit sous la forme de trois cha-
pitres, avec une introduction générale (Chapitre I) et une conclusion avec perspectives
(Chapitre V).

Le Chapitre IT est une synthese bibliographique qui a pour objectif de poser les prin-
cipales bases théoriques de cette étude. Tout d’abord, une premiere partie est consacrée
a la présentation des protéines, de leur structure ainsi que de leurs propriétés physico-
chimiques, importantes dans ce travail. Les procédés chromatographiques sont ensuite
présentés de maniere non exhaustive, avec une seconde partie centrée sur les bases de
la chromatographie d’échange d’ions en particulier. La derniere partie de ce chapitre est
consacrée a la simulation moléculaire ou les bases théoriques de la modélisation molécu-
laire sont exposées, suivies d’un état de I'art axé sur la simulation moléculaire appliquée

particulierement a des cas d’interactions entre protéines et supports chromatographiques.
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Le Chapitre III est entierement consacré a I’étude expérimentale mise en place et
réalisée lors de cette étude. Le choix du systeme de référence est exposé en méme temps
que la description des matériels utilisés. Les différentes méthodes analytiques utilisées sont
ensuite présentées. Enfin, les résultats des expériences sont présentés dans une derniere
partie, elle-méme scindée en deux sous-parties présentant les deux méthodes de mesures
mise en ceuvre. Les résultats issus des études en systeme multi-constituants et avec des

conditions de pH différentes sont également montrés.

Finalement, le Chapitre IV expose toute la méthodologie mise en ceuvre pour la réali-
sation des simulations moléculaires. Les principaux résultats obtenus avec les simulations
sont décrits et discutés, et la mise en place d’'un protocole pour la détermination des
parametres de la loi SMA est présentée. Les comparaisons entre expériences et simula-
tions moléculaires sont également discutées dans ce chapitre. Les résultats obtenus avec
le systeme de référence sont premierement présentés, suivis par une étude de 'influence
des conditions de force ionique et de pH, et pour finir avec une étude préliminaire d’un

systeme composé de deux protéines.

Enfin, les principaux résultats de ce travail sont synthétisés et les observations les plus
pertinentes mises en avant afin d’en extraire les premieres conclusions concernant les
systemes étudiés, mais aussi la pertinence de 'approche, la validité des modeles ou les
projections entre les deux échelles de travail. La complexité a laquelle ce travail s’est
confronté et les réponses intéressantes, mais encore insuffisantes, permettent de décliner
un grand nombre de perspectives. Celles considérées les plus nécessaires, ou encore les

plus intéressantes, sont indiquées a la fin de ce mémoire.
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II.1 Les protéines : structure et propriétés

Les protéines sont des macromolécules biologiques constituées d’une séquence d’acides
aminés. Elles sont présentes dans toutes les cellules vivantes et peuvent assurer une mul-
titude de fonctions, comme par exemple la catalyse de réactions chimiques (enzymes),
la transmission de signaux cellulaires (protéines membranaires) ou le maintien des struc-
tures cellulaires (protéines structurales) (Whitford, 2013). Il est d’usage de distinguer les
peptides, qui possedent en général moins de 100 acides aminés, et les protéines constituées

d’une centaine d’acides aminés ou plus.

II.1.1 Structure des protéines

I1.1.1.1 Les acides aminés

Les acides aminés, ou a-aminoacides, sont des composés organiques comprenant a la
fois un groupe fonctionnel carboxyle (-COOH) et amine (-NH;). Ce sont donc des espéces
ampholytes possédant a la fois des propriétés acides et basiques. Il en existe 20 a entrer

dans la composition des protéines, qui sont présentés sur la Figure I1.1.

IIs possedent une formule générale de la forme R-CH(NH,)-COOH et différent par la
forme du radical R, que 'on appelle la chaine latérale. Les acides aminés sont par ailleurs
souvent classés en quatre groupes selon les propriétés de la chaine latérale : acide, basique,
polaire ou apolaire (Barrett, 2012). Par convention, le carbone auquel sont rattachés les
groupements amine et carboxyle est appelé carbone-a, ou carbone asymétrique, ce qui
induit une chiralité de la molécule (& I'exception de la glycine). Les acides aminés ont
donc des propriétés optiques de forme L (levogyre), qui est la forme standard dans les
protéines (Barrett, 2012).
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F1GURE II.1 — Classification des acides aminés selon les
chalne latérale.

propriétés physico-chimiques de leur
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Les acides aminés sont reliés entre eux au sein de la chaine principale par une liaison
peptidique entre le groupe carboxyle du premier et le groupe amine du prochain (voir

Figure I1.2) : ainsi liés, ils sont également appelés résidus.

H R H R H R I 0 0
N4 N4 N [ /N
H C O + H C O — H C N C H + H H
NN SN NN NN NSNS
N C H N C H N C C O
\ I | I \ | &7 g
O H O H O

FI1GURE I1.2 — Equation bilan la réaction de formation d’une liaison peptidique entre deux acides
aminés.

I1.1.1.2 Les quatre niveaux de structuration des protéines

Les protéines possedent quatre niveaux de structure : primaire, secondaire, tertiaire et

quaternaire, qui sont illustrés en Figure I1.3.

STRUCTURE PRIMAIRE

Il s’agit de la séquence en acide aminés, ou enchainement linéaire : on parle également de
chaine polypeptidique, ou encore de squelette de la protéine. Cette structure est essentielle,

un seul changement pouvant modifier les propriétés de la protéine (Whitford, 2013).

STRUCTURE SECONDAIRE

La structure secondaire représente les repliements locaux des acides aminés dans une
protéine. Ces repliements permettent de stabiliser la structure de la protéine a travers
des liaisons hydrogenes (H) intramoléculaires. Il existe différentes catégories de structure
secondaire, les plus connues étant :

— Les hélices « : la chaine polypeptidique s’enroule autour d’un axe, formant une
structure hélicoidale. Les hélices a peuvent étre représentées schématiquement par
une hélice ou un cylindre.

— Les brins 3 (feuillets) : le brin # possede une conformation tres étendue (linéaire).
Il n’est pas stable seul car il ne posseéde aucune liaison H : il n’est stable que dans
les feuillets § (des liaisons H s’établissent entre 2 brins [ différents, paralleles ou
antiparalleles). Les feuillets sont représentés conventionnellement par des fleches.
Deux brins d’un feuillet sont reliés par des coudes, impliquant 3 a 4 résidus (Petsko
et al., 2008).

— Les boucles : elles relient les différentes structures secondaires entre elles (hé-

lice /hélice, hélice/brin ou encore deux brins n’appartenant pas au méme feuillet).
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Souvent situées a la surface de la protéine, elles sont a l'origine des changements
de direction de la chaine principale. Elles représentent environ un tiers des acides
aminés (Petsko et al., 2008).

STRUCTURE TERTIAIRE

La structure tertiaire décrit I'agencement spatial des éléments de structure secondaire
en une conformation particuliere. Elle est stabilisée par de multiples liaisons dont, par
ordre de stabilité décroissante : les liaisons covalentes (ponts disulfures), électrostatiques
(pont salin), hydrogenes, hydrophobes et par les interactions de Van der Waals. Les
protéines possedent un ou plusieurs domaines qui correspondent a des arrangements
de structures tertiaires déterminés d’une partie de la chaine polypeptidique. Un méme

domaine peut étre retrouvé dans plusieurs protéines différentes (Petsko et al., 2008).

STRUCTURE QUATERNAIRE

Pour les protéines possédant plusieurs chaines polypeptidiques, il est possible de distin-
guer un quatrieme niveau de structure. Ainsi, la structure quaternaire décrit I’agencement
dans 'espace de plusieurs chaines polypeptidiques (sous-unités) ainsi que les interactions

qui les lient.

Structure primaire
Assemblage des acides aminés

(a)

Structure secondaire

(b) Hélices a et feuillets B

© Structure tertiaire
Repliement de la protéine
Structure quaternaire

(d) q

Assemblage de plusieurs structures
tertiaires

FIGURE I1.3 — Les quatre niveaux de structuration des protéines. Issu de Abraham (2008).
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II.1.2 Propriétés physico-chimiques

I11.1.2.1 Masse moléculaire

La masse moléculaire d'une protéine se mesure en Dalton (Da), qui est une unité de
masse atomique correspondant & la masse d'un atome d’hydrogéne (1 Da = 1 g/mol).
Elle peut aller de 2 kDa a 3.000 kDa — comme par exemple la titine, qui est la plus
grande protéine connue chez 1’étre humain (Fulton et Isaacs, 1991). La masse moléculaire
est un parametre tres important a prendre en compte en chromatographie car elle influe
notamment sur la diffusion des molécules au sein des échangeurs (Hunter et Carta, 2002;
Langford et al., 2006). Par exemple, lorsqu’une protéine atteint une certaine taille, il peut
y avoir un phénomene d’exclusion de taille qui s’ajoute aux phénomenes déja présents

(comme I’échange d’ions ou I’hydrophobicité).

I1.1.2.2 Charge nette et distribution des charges

La charge nette, ou charge globale, d'une protéine représente la charge moyenne de
tous les résidus la composant. En effet, les acides aminés possedent différents pKa et
peuvent se retrouver protonés ou déprotonés selon le pH environnant. Ayant a la fois des
propriétés basiques et acides, leur charge varie selon le milieu : lorsque pH < pKa, le
groupement NH, est ionisé¢ (NH3) alors que lorsque pH > pKa, le groupement COOH
est ionisé (COO™). Méme s’il existe des valeurs de pKa connues pour chaque acide aminé
(voir Tableau II.1), le pKa réel de chaque résidu peut légérement varier en fonction de
plusieurs parametres comme la force ionique, les résidus a proximité spatiale ou encore
la température.

Cependant, la charge globale de la protéine va surtout dépendre de 1’état de proto-
nation des groupements sur les chaines latérales, les groupements amines et carboxyles
ne pouvant étre ionisés qu’aux extrémités C- et N-terminales. Seuls certains résidus pos-
sedent un radical -R pouvant étre ionisé : ce sont les résidus titrables i.e. Arginine (Arg),
Lysine (Lys), Histidine (His), Acide Aspartique (Asp), Acide Glutamique (Glu), Cystéine
(Cys) et Tyrosine (Tyr).

Il existe un certain pH pour lequel la balance des charges négatives et positives de la
protéine s’équilibre : on parle alors de point isoélectrique, ou pl, de la protéine. Ainsi

dans ces conditions, la charge nette est nulle (voir Figure 11.4).

Dans la plupart des cas, la charge globale de la protéine n’est pas une information
suffisante pour déterminer le potentiel de rétention électrostatique d’une protéine. En
effet, les charges de chaque résidu titrable peuvent ne pas étre réparties équitablement ou
uniformément sur la surface de la protéine. Le fait d’obtenir une charge nette nulle signifie

uniquement que les charges se compensent. Ainsi, une protéine dans une solution dont le
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TABLEAU II.1 — pKa des acides aminés (Nelson et al., 2008)

pKa
Chaine

Acide aminé Abréviations Carboxyle Amine latérale pl

Acide aspartique Asp D 1,88 9,60 3,65 2,77
Acide glutamique Glu E 2,19 9,67 4,25 3,22
Alanine Ala A 2,34 9,69 - 6,00
Arginine Arg R 2,17 9,04 12,48 10,76
Asparagine Asn N 2,02 8,80 - 5,41
Cystéine Cys C 1,96 10,13 8,18 5,07
Glutamine Gln Q 2,17 9,13 - 5,65
Glycine Gly G 2,34 9,60 - 5,97
Histidine His H 1,82 9,17 6,00 7,59
Isoleucine Ile I 2,36 9,60 - 6,02
Leucine Leu L 2,36 9,60 - 5,98
Lysine Lys K 2,18 8,95 10,53 9,74
Méthionine Met M 2,28 9,21 - 5,74
Phénylalanine Phe F 1,83 9,13 - 5,48
Proline Pro P 1,99 10,60 - 6,30
Sérine Ser S 2,21 9,15 - 5,58
Thréonine Thr T 2,09 9,10 - 5,60
Tryptophane Trp w 2,83 9,39 - 5,89
Tyrosine Tyr Y 2,20 9,11 10,07 5,66
Valine Val A% 2,32 9,62 - 5,96
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Ficure I1.4 — Illustration de la relation entre la charge nette et le pH.

pH est proche du pl peut potentiellement interagir avec un support si la distribution des
charge a sa surface est asymétrique (DePhillips et Lenhoff, 2001; Whitley et al., 1989).
En revanche, une protéine dans un milieu proche du pl peut présenter des problemes de
stabilité car c’est a ce pH que sa solubilité est minimale (Tanford, 1961). Il peut également
arriver que certaines charges ne soient tout simplement pas accessibles de par la taille ou
la conformation d’une protéine, notamment dans les cas ou les charges ne se situent pas

a sa surface.

Dans certains cas tres particuliers, il est également possible qu'une protéine ne possede
pas de point isoélectrique, mais plutot une "région" isoélectrique. C’est notamment le
cas de CalB, qui est la lipase de Candida antarctica B, et dont il a été montré que sa
purification par échange d’ions est difficile (Trodler et al., 2008). Dans des pH allant de
5 & 8 environ (voir Figure I1.5), cette enzyme présente une charge nette nulle car elle ne
possede aucun résidu titrable dont le pKa est compris entre ces valeurs, a I’exception d'une
seule histidine. De ce fait, un changement de pH dans cette gamme ne changera pas la
charge globale de ’enzyme. Ainsi, il peut s’avérer essentiel de bien connaitre la répartition
de charge sur une protéine a un pH donné lorsque le mode de rétention principal repose

sur les forces électrostatiques.
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FIGURE I1.5 — Surface de la CalB colorée en fonction du potentiel électrostatique aux pH 3, 7
et 10 (rouge = négatif; bleu = postif). Issu de Trodler et al. (2008), reproduit
avec permission. Copyright (2008), Elsevier.

I1.2 Les procédés chromatographiques pour la sépa-

ration de protéines

I1.2.1 Les différents types de procédés chromatographiques

Les procédés chromatographiques sont de plus en plus utilisés dans I'industrie. C’est
une opération unitaire de transfert de matiere basée sur la différence d’affinité des solutés
en solution (phase mobile) par rapport & un solide (phase stationnaire). Il en existe

plusieurs types, qui peuvent étre classés selon certains criteres dont notamment :

— Le mode d’opération
— Le mécanisme de rétention

— Le mode de contact

MODE D’OPERATION

Une distinction peut étre faite en fonction de 'agencement de la phase stationnaire. I1
existe la chromatographie planaire, ou chromatographie sur papier (méthode uniquement
analytique), et la chromatographie en colonne, dans laquelle la phase stationnaire sera
disposée dans un tube cylindrique. Ce mode de fonctionnement peut étre aussi bien utilisé
en chromatographie analytique qu’en chromatographie préparative. Dans cette these, la

chromatographie planaire ne sera pas abordé.



11.2 LES PROCEDES CHROMATOGRAPHIQUES POUR LA SEPARATION DE PROTEINES

MECANISME DE RETENTION

Au sein d'une colonne de chromatographie, la séparation des molécules peut se faire
par plusieurs mécanismes : (i) les molécules peuvent étre plus ou moins retenues en fonc-
tion de leur taille, il s’agit de la chromatographie d’exclusion de taille, ou stérique (SEC,
Steric Exclusion Chromatography) ou (ii) les molécules peuvent interagir avec le sup-
port via différents mécanismes, impliquant 1’électrostatique (chromatographie d’échange
d’ions), 'affinité (chromatographie d’affinité), I’hydrophobicité (chromatographie d’inter-
action hydrophobe) ou l'adsorption. Il arrive fréquemment que plusieurs de ces types
d’interactions soient mis en ceuvre simultanément afin d’améliorer 'efficacité de la sépa-

ration : on parle alors de chromatographie multi-modale.

MODE DE CONTACT

Différents modes de contact sont possibles entre le soluté et le solide. Les trois princi-

paux fonctionnements sont les colonnes en lit fize, en lit fluidisé ou encore en [it expansé.

Le fonctionnement en lit fixe est le plus utilisé car c’est celui qui présente la meilleure
résolution, 1’écoulement de type piston étant forcé a travers le lit. En revanche, cela
engendre d’une part de fortes pertes de charge, qui limitent la hauteur de la colonne et

la productivité, et d’autre part un risque de colmatage élevé.

Afin de limiter ces phénomenes, le fonctionnement en lit fluidisé est utilisé et préconisé
dans certains cas d’application (capture a partir de milieux bruts). A l'inverse du fonc-
tionnement en lit fixe, ce fonctionnement induit un fort mélange dans la colonne et donc
une perte de résolution ; ¢’est pour cette raison que le lit fluidisé est rarement utilisé dans

des cas de purification de protéines.

Il existe également un fonctionnement en lit expansé, qui est un compromis entre les
deux autres fonctionnements. Une stratification du lit en fonction de la taille des particules

permet la réduction du mélange.

I1.2.2 Fonctionnement du procédé

Le procédé chromatographique est fondamentalement un procédé discontinu. En géné-

ral, il y a quatre étapes comme le montre la Figure I1.6.

Il y a tout d’abord I'étape d’équilibration, qui est une étape de préparation de la colonne
aux conditions de travail : une solution tampon, au pH et a la force ionique fixés, passe
a travers le lit de résine. Cette étape intervient le plus souvent apres un autre cycle de

fonctionnement.
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Vient ensuite l'étape de charge, qui vise a retenir la molécule d’intérét sur la phase
stationnaire : la colonne est alimentée par la solution contenant la (ou les) molécule(s)
d’intérét. Celle(s)-ci se fixe(nt) sur la résine selon le mécanisme de rétention propre au
procédé. Cette étape s’arréte lorsque la molécule d’intérét sort de la colonne, ce qui signifie

qu’elle n’est plus retenue et que la résine commence a étre saturée.

Une fois I’étape précédente stoppée, il y a I'étape de lavage ou le volume poreux de la
colonne est éliminé par passage d'une solution tampon de capacité ionique faible (le plus
souvent uniquement de 1’eau déminéralisée). Cela permet d’évacuer la solution mere et

les impuretés présentes entre les grains de résine.

Finalement, il y a I'élution, qui permet de récupérer la molécule d’intérét purifiée,
préalablement fixée sur la résine lors de la charge. Pour cela, une solution tampon de force
ionique de plus en plus élevée est injectée dans la colonne afin de décrocher la molécule. Le
but de cette étape est d’affaiblir la liaison entre les molécules et le support en modifiant
I’équilibre. Une fois la totalité des molécules récupérée, le procédé peut repartir pour un

nouveau cycle de fonctionnement avec une nouvelle étape d’équilibration.
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FI1GURE I1.6 — Les 4 étapes de fonctionnement du procédé chromatographique.
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I1.3 La chromatographie d’échange d’ions

II.3.1 Principaux mécanismes et phénomenes

La chromatographie d’échange d’ions est aujourd’hui I'une des techniques les plus utili-
sées pour purifier les protéines (Przybycien et al., 2004; Jungbauer, 2013; Lenhoff, 2016).
Son mécanisme de rétention principal repose sur l'interaction électrostatique entre une
protéine chargée et une surface de charge opposée. En effet, selon le pH, une protéine peut
donc étre globalement chargée positivement (pH < pl) ou négativement (pH > pl). La
phase stationnaire en chromatographie d’échange d’ions est le plus souvent composée de
petites billes de résines extrémement poreuses — les résines échangeuses d’ions — dont la
surface présente une multitude de ligands (ou sites) chargés, qui sont fixés sur la matrice
de la résine et donc immobiles. Ces sites chargés vont attirer des ions de charge opposée,
que l'on appelle les contre-ions (voir Figure I1.7). Par convention, une résine est dite
"cationique" lorsqu’elle échange des cations et "anionique" lorsqu’elle échange des anions.

Pendant le passage du mélange a purifier a travers la phase stationnaire, la protéine se
fixe sur le support chromatographique en déplacant les contre-ions initialement présents
sur les sites de I’échangeur. Cette fixation est réversible et la compétition entre la protéine
et les contre-ions, qui sont de méme charge, est toujours présente. Dans des solutions
tampons de faible force ionique, la compétition est faible et la protéine passe la plupart
du temps fixée sur le support. Cependant, une protéine, méme fortement attachée, est
entrainée et continue de descendre le long de la colonne. Le temps que mettra une protéine
a sortir de la colonne dépend du temps qu’elle passe en solution : par exemple, si une
protéine descend a 10% de la vitesse du tampon (ce qui signifie qu’elle passe 90% du
temps accrochée au support), il faudra 10 volumes de colonne pour faire sortir la protéine.
Ainsi, les protéines possédant les plus faibles charges nettes électriques devraient sortir

les premieres.

e
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Fi1GURrE II.7 — Représentation d’un grain de résine cationique.
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Une fois la protéine fixée sur la surface de la résine et I’étape de charge finie, il existe
plusieurs maniéres d’éluer la protéine. Le but étant de modifier I’équilibre, la premiere
solution est d’effectuer une élution par gradient de sel. L’ajout de sel en solution augmente
le nombre de contre-ions en solution et donc la compétition entre les ions et la protéine.
A partir d’une certaine force ionique, la protéine ira préférentiellement en solution et sera
remplacée par les contre-ions a la surface de la résine et pourra ainsi étre récupérée en

sortie de colonne.

Une autre solution pour décrocher la protéine de la surface chargée est de modifier le
pH de la solution environnante et ainsi modifier sa charge nette. Si celle-ci décroit, son
attraction avec le support diminue également. En pratique, cette solution est rarement
utilisée car les changements de pH dans une colonne, et en particulier a 'intérieur des
pores de la résine, sont difficiles a maitriser. Il a été mis en évidence qu’a tout moment,
le pH réel environnant les échangeurs peut présenter jusqu’a 1 unité d’écart avec le pH
de la solution tampon : il s’agit 1a d’une conséquence de l'effet Donnan (Gregor, 1951).
Lors d’un échange cationique par exemple, les sites négatifs du support solide attirent les
protons et repoussent les ions hydroxydes, ce qui engendre un pH plus acide aux alentours

des sites de fixation. Le phénomeéne inverse est observé dans le cas d’une résine anionique.

Un autre aspect important en échange d’ions est le choix des solutions tampons. Il
permet le maintien du pH en solution et conditionne la charge nette et la stabilité de
la protéine. On appelle un systeme tampon un milieu dont le pH varie peu par ajout
d’acide, de base ou par dilution. Pour un couple acido-basique donné, une solution tampon
correspond au mélange de 'acide et de sa base conjuguée de sorte a ce que le pH soit
compris entre pKa - 2 et pKa + 2. Le pouvoir tampon maximal est obtenu pour un
mélange équimolaire et de forte concentration, lorsque le pH est voisin du pKa. Dans le
cas de ’échange d’ions, il est important de chercher & minimiser la force ionique du milieu

(plus la force ionique est faible, plus I'interaction de la protéine avec le support est forte).

I1.3.2 Les résines échangeuses d’ions

Les résines échangeuses d’ions sont de petites billes poreuses composées d'un matériau
solide, que I'on appelle la matrice. Elles sont définies notamment selon les groupements
fonctionnels (ou ligands, ou sites) présents a la surface. D’une maniére plus générale, leur
choix est critique lorsqu’il s’agit de séparer des protéines par échange d’ions et I’ensemble
de leurs propriétés sont a prendre en compte, i.e. le caractere hydrophile/hydrophobe, la

porosité, la stabilité et la résistance mécanique ou encore le gonflement.
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11.3.2.1 Les matrices

Il existe plusieurs types de matrices dans le commerce, dont certaines sont particuliere-
ment recommandées (et utilisées) dans le domaine de la séparation de biomolécules telles
que les protéines. Le choix de la matrice dépendra non seulement des propriétés (comme
une bonne résistance a I'usure), mais également de 1'usage prévu : en effet, en agroalimen-
taire par exemple, certains matériaux peuvent ne pas étre autorisés. Trois grandes classes
de matrices, qui sont les plus répandues dans le commerce, sont présentées ci-dessous sous

forme d’une liste non-exhaustive.

LES RESINES ORGANIQUES HYDROPHOBES

Elles sont généralement a base de polymeres (styréne, acrylique, métacrylique) et d’un
agent de réticulation, dont le role est de rendre la matrice plus rigide (le plus courant
étant le divinylbenzene). Elles sont treés utilisées dans le domaine de la purification de
I'eau.

Avantages : elles sont rigides et possedent une grande capacité ionique.

Inconvénients : leur petite taille de pores fait qu’elles sont rarement utilisées pour la

purification de macromolécules.
Les résines commerciales les plus courantes sont les Source (GE Healthcare), POROS
(Thermo Fisher Scientific), Toyopearl (TOSOH Bioscience) ou Fractogel (EMD millipore)

LES RESINES ORGANIQUES HYDROPHILES

Elles sont essentiellement a base d’agarose, qui est un polymere de la famille des agars
et possede un fort pouvoir gélifiant, de cellulose et plus rarement a base de dextrane. Il
existe plusieurs degrés de réticulation (2, 4 ou 6%), un degré élevé induisant une plus
forte rigidité.

Avantages : elles possedent des capacités élevées pour la rétention de protéines. La cellu-
lose et 'agarose étant considérés comme des produits naturels, ces résines sont compa-
tibles avec des usages agroalimentaire ou pharmaceutique.

Inconvénients : étant peu rigides, il faut privilégier un fort degré de réticulation afin de

limiter la compressibilité de la résine en colonne. Leur caractére hydrophile peut égale-
ment provoquer des gonflements difficiles a maitriser.

Les résines commerciales a base d’agarose et de cellulose sont trés nombreuses, comme par
exemple les gammes des Sepharose, Capto ou Streamline (GE Healthcare) pour 'agarose

et des Cellufine (JNC corporation) ou HyperCel (PALL Life Sciences) pour la cellulose.
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LES RESINES A BASE DE SILICE

Bien qu’il existe des résines composées de silice pure, elles sont le plus souvent greffées
avec un autre matériau (polymeres). Elles peuvent également étre céramisées (la silice est

transformée en céramique) afin de limiter I'usure des particules de résine.

Avantages : la structure de la matrice n’est pas modifiée selon la solution utilisée (pas de

gonflements).

Inconvénients : elles s'usent mécaniquement lorsqu’elles sont soumises a de forts gradients

de pression en colonne.

Ces résines sont généralement peu utilisées pour la purification de protéines du fait de
leur manque de stabilité en milieu alcalin, mais de nouvelles résines a base de silice a
usage unique sont par exemple développées pour l'industrie pharmaceutique (Gu et al.,
2015).

De nos jours, de nouveaux supports chromatographiques toujours plus performants
sont développés afin de palier certaines limites dues aux propriétés des matériaux. Des
résines composites ont notamment été créées a base de plusieurs matériaux, mélangeant
ainsi leurs propriétés, comme par exemple la résine HyperD (Fernandez et Carta, 1996;
Lenhoff, 2011).

I1.3.2.2 Les groupements fonctionnels

Les groupements fonctionnels, appelés également ligands ou sites, sont irréversiblement
liés a la matrice des résines échangeuses d’ions. Ils tapissent la surface des échangeurs et
ce sont eux qui vont permettre ’échange des ions par interaction électrostatique. Il en
existe plusieurs types, a savoir des anioniques forts ou faibles, et des cationiques forts
ou faibles (voir le Tableau 11.2). A linstar des acides et des bases, un ligand fort sera
toujours ionisé en solution quel que soit le pH; a I'inverse, un ligand faible ne sera ionisé

que dans une certaine gamme de pH.

I1.3.2.3 Propriétés des résines

CAPACITES D’ECHANGE

Les échangeurs sont caractérisés le plus souvent par leur capacité d’échange (ou capacité
ionique), qui correspond a la concentration molaire de sites par unité de volume (ou de
masse) de résine, et qui dépend de la densité de ligands présents a la surface. Cette
capacité est aussi dite totale car elle correspond au nombre maximal de sites ou 1’échange

peut se produire.
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TABLEAU I1.2 — Différents types de groupements fonctionnels ou ligands courants.

Groupement fonctionnel

Type d’échangeur Abr. Nom Structure
Q Trimethyl aminomethyl -O-CH,-N*(CH,),
TMAE  Trimethyl aminoethyl -0O-CH,-CH,-N*(CHj,),

Anionique fort
Diethyl-(2-hydroxypropyl)

QAE -0-CH,-CH,-N*(CH,-CH,),(CH,~-CHOH-CH,)

aminoethyl

QA E;g?jfylglgg;?o —~0-CH,-CHOH-CH,-N*(CH,),

DMAE  Dimethyl aminoethyl -0-CH,-CH,-NH*(CH,),
Anionique faible

DEAE Diethyl aminoethyl -0-CH,-CH,-NH*(CH,~-CH,),
Cationique faible CM Carboxymethyl -0-CH,-COO~

SP Sulfopropyl -0O-CH,-CH,-CH,-SO;~
Cationique fort SE Sulfoethyl -0O-CH,-CH,-S0;~

S Sulfomethyl -0O-CH,-S0O5~

En pratique, il est rare que tous les sites soient occupés méme lorsque la résine est
saturée, du fait de l'inaccessibilité des sites dues a la taille des pores, a la taille des
protéines ou encore a la limitation par le transfert de matiere. Le terme de capacité
d’échange d’utile, ou apparente, est alors utilisé pour caractériser le nombre de sites ou

I’échange s’est réellement produit.

Dans les procédés de séparation de protéines, il est également d’usage de définir une
capacité dynamique ou capacité utile (Hardin et al., 2009; Janakiraman et al., 2018). En
effet, afin de limiter la perte de protéines lors de 1’étape de charge, celle-ci est arrétée
lorsque la concentration en protéines en sortie de colonne atteint 5 & 10% de la concen-
tration d’alimentation. La quantité de protéine retenue a ce moment-la, exprimée par
quantité de résine (masse ou volume), est donc appelée capacité dynamique a 5 (ou 10)
%. Pour la plupart des résines commerciales, cette capacité a été mesurée comme par
exemple dans les études de Cabanne et al. (2004), qui ont mesuré les capacités dyna-
miques a 10% de deux résines composites (Streamline QQ XL et Q HyperZ) a 'aide d’une
solution de BSA.
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DENSITE DE LIGANDS

L’efficacité de la rétention de la protéine par la résine dépend tres fortement de sa
capacité d’échange car elle caractérise entre autres la densité de groupements fonctionnels
au sein de la résine. Ainsi, une résine possédant une forte densité de ligands sera capable
de créer des fixations multipoints (plusieurs charges qui vont intervenir simultanément
sur la protéine) et ainsi induire une meilleure rétention de la protéine (Huang et al., 2010).
A Tinverse, une densité faible fournira une liaison moins forte avec la molécule et donc
une capacité de rétention réduite. Plusieurs études (Kisley et al., 2014) ont montré que
la densité de ligands joue un roéle essentiel dans ’échange d’ions et la modifier est un bon

moyen d’améliorer la rétention.

A partir de la densité de groupements fonctionnels, il est possible de faire une approxi-
mation de la distance moyenne entre deux ligands. Selon Wu et Walters (1992), cette

distance S peut étre estimée selon :

5= (LD%NAf (iL.1)

Avec A la surface spécifique du support chromatographique (m?/mL), LD la densité de

groupements fonctionnels (mol/mL) et N4 la constante d’Avogadro (mol™1).

I1 faut noter que la surface spécifique du support n’est généralement pas une donnée
fournie par le fabricant, il faudra probablement la déterminer expérimentalement si on
ne la trouve pas dans la littérature. Chang et Lenhoff (1998) ont déterminé la surface
spécifique de la résine Sepharose FF comme étant égale a 42,5 m?/mL. Huang et al.
(2010) ont utilisé cette donnée dans I’équation II.1 afin de calculer la distance entre les
ligands de la DEAE Sepharose FF, qui serait comprise entre 0,67 et 2,04 nm. Cela signifie
entre autres que si le rayon de Stokes de la molécule a échanger est supérieur a cette
distance, elle peut potentiellement se fixer sur plusieurs sites simultanément. Néanmoins,
la détermination expérimentale de cette surface spécifique reste tres délicate a mettre
en ceuvre, et notamment lorsqu’il s’agit d'une résine composée majoritairement d’eau
comme dans le cas des matrices en agarose. Traditionnellement, les surfaces spécifiques
sont mesurées a 'aide de la méthode B.E.T. (Brunauer et al., 1938), qui nécessite le
séchage de la résine. Une résine type agarose, contenant en moyenne 85% d’eau, devient
quasiment impossible a exploiter par cette technique du fait de ’altération de sa structure
par séchage. C’est pour cette raison que DePhillips et Lenhoff (2000) ont suggéré d’utiliser

la chromatographie d’exclusion de taille inverse pour tenter de mesurer cette donnée.
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TAILLE DES PORES

Le type de matrice induit un parametre important qui est la taille des pores, élément es-
sentiel a prendre en considération lorsque 1’on travaille avec des grosses molécules comme
les protéines. Dans le cas de macromolécules, il faut privilégier des tailles de pores les plus
grandes possibles afin de permettre aux protéines d’occuper le plus de surface chromato-
graphique possible et ne pas bloquer le transport. Si les pores sont trop petits, il y aura un
phénomene d’exclusion de taille qui va se superposer au phénomeéne d’échange d’ions. Mal-
heureusement, les fabricants de résines fournissent rarement cette information. Dans les
cas ou elle est donnée, la valeur indique seulement un diametre moyen des pores. Il existe
en revanche des techniques expérimentales qui permettent de déterminer la distribution
de taille de pores. Dans la littérature, de nombreux auteurs (DePhillips et Lenhoff, 2000;
Yao et Lenhoff, 2004, 2006; Angelo et al., 2013; Coquebert de Neuville et al., 2013) ont
mesuré la distribution de taille de pores pour les résines commerciales les plus courantes.
La technique utilisée est la chromatographie d’exclusion de taille inverse (ISEC, Inverse
Size-Exclusion Chromatography). Le but de cette technique est de déterminer le temps
de séjour dans la résine de solutés de tailles différentes (le plus souvent des particules de

dextrane) et ainsi en déduire une distribution de taille de pores.

I1.3.3 L’équilibre d’échange d’ions

La modélisation des procédés chromatographiques nécessite la connaissance des phéno-
menes physico-chimiques mis en jeu (Mollerup, 2008; Lenhoff, 2016). Les deux aspects
fondamentaux de 1’échange d’ions sont 1’équilibre et la cinétique du systeme étudié.

L’équilibre d’échange décrit la répartition du soluté entre la phase mobile et la phase
stationnaire (résine) dans des conditions définies. De nombreux modeéles dans la litté-
rature permettent de décrire les équilibres d’adsorption et sont capables de prendre en
compte divers phénomenes (Lan et al., 2001; Lesko et al., 2015). Il existe des modeles
tres simplifiés permettant de décrire une adsorption, comme le modele de Langmuir et ses
diverses formes (Olsen et Watanabe, 1957; Misak, 1993; Jeppu et Clement, 2012), et des
modeles plus complexes, développés pour des cas particuliers et qui possedent un carac-
tere prédictif (Raje et Pinto, 1997; Bosma et Wesselingh, 2004; Su et Sun, 2006; Creasy
et al., 2015; Marek et al., 2018). Ces types de modeles ont connu un fort développement

ces dernieres années, malgré I'utilisation encore tres fréquentes des modeles "simples".

I1.3.3.1 Les isothermes d’adsorption

Les isothermes d’adsorption permettent de caractériser I'affinité d’un soluté pour un

adsorbant, et dans certains cas de caractériser un matériau adsorbant (mesure de la sur-
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F1GURE I1.8 — Classification des isothermes d’adsorption selon 'TUPAC.

face spécifique par la méthode BET par exemple (Brunauer et al., 1938)). Une isotherme
représente, a température donnée, la quantité de soluté adsorbée sur le matériau poreux
en fonction de la quantité de soluté restée en solution (phase liquide) ou en fonction
de la pression relative (phase gazeuse). Une classification des types d’isothermes a été
établie par I'TUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) et permet de
distinguer six formes caractéristiques d’isothermes d’adsorption (Figure IL.8).

Type I : Ces isothermes montrent une augmentation rapide de la quantité adsorbée,
suivie d’'un palier approximativement horizontal (saturation de I’adsorbant). En phase
gazeuse, cette isotherme est généralement attribuée a I’adsorption sur une surface conte-
nant des micropores (< 2 nm). Elles peuvent également traduire la formation dune
mono-couche sur la surface.

Type II : Ces isothermes sont les plus rencontrées et traduisent I'adsorption sur des
surfaces non-poreuses. L’inflexion correspond au moment ou la surface est saturée en
mono-couche et ou 'adsorption commence a se faire en multi-couche.

Type III : La forme convexe de cette isotherme traduit en général une faible affinité
entre 'adsorbant et le soluté.

Type IV : Ces isothermes se retrouvent lorsque les adsorbants présentent des pores
de petits diametres (mésopores, entre 2 et 50 nm). En adsorption en phase gazeuse, il
se produit un phénomene de condensation capillaire (représentée par une inflexion de la
courbe) a l'intérieur des pores.

Type V : Similaire a 'isotherme de type IV, seule la premiere partie de 'isotherme
correspond a une forme convexe de type III, qui indique une faible interaction adsorbant-

soluté.
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Type VI : Cette isotherme correspond a un milieu poreux dans lequel 'adsorption se

fait en multi-couches successives.

Expérimentalement, il est rare que les isothermes obtenues correspondent rigoureuse-

ment a 'un de ces types d’isothermes. En revanche, elles permettent d’interpréter les

différentes portions de l'isotherme, comme par exemple la courbure caractéristique de

I’apparition d’'une multi-couche. Bien que ces modeles d’isothermes soient développés

principalement pour I’étude de I'adsorption en phase gazeuse, ils peuvent aussi étre utili-

sés pour décrire 'adsorption de protéines (Carta et Jungbauer, 2010). Cependant, lors de

la mesure d’une isotherme en phase liquide, seule la concentration en protéine restante

en solution est mesurée, la quantité adsorbée est déduite par bilan de matiere. Ainsi,

une forte augmentation de cette valeur calculée peut donc traduire plusieurs phénomenes,

comme 'adsorption en multi-couches, mais également une agrégation ou une précipitation

de la protéine.

I1.3.

3.2 L’isotherme de Langmuir

L’équilibre d’échange d’ions est encore aujourd’hui tres souvent décrit par des modeles

traduisant le phénomeéne d’adsorption, mais qui ne représentent pas les forces électrosta-

tiques qui sont a la base du mécanisme d’échange d’ions.

Parmi les modeles les plus utilisés en adsorption, ceux basés sur l'isotherme de Lang-

muir sont les plus simples et permettent de décrire les phénomenes d’adsorption mono-

constituant. Le modele de Langmuir a été développé selon les hypotheses suivantes :

Surface du support uniforme (un seul type de sites, identiques et indépendants)
Une seule molécule adsorbée par site (monocouche)

Pas d’interaction entre les molécules adsorbées

Une seule espece adsorbable (pas de compétition)

Nombre de sites fini

Adsorption réversible

L’équation de Langmuir (I1.2) s’écrit :

 QK,C

= I1.2
14+ Kp.C (11.2)

q

Ou ¢ est la quantité de protéine adsorbée par la résine (g/L), C est la concentration de

protéine en solution (g/L), @ est la capacité maximale d’adsorption de la résine (g/L)

et K, est la constante d’équilibre (L/g). Ce modele est tres utilisé car il représente ma-

thématiquement la forme concave d’une isotherme, que 'on appelle isotherme favorable
(isotherme de type I selon 'TUPAC, Figure I1.8).
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11.3.3.3 La loi d’action de masse

Afin de décrire le mécanisme d’échange d’ions, des modeles plus spécifiques ont été
développés, le plus simple et le plus largement répandu étant la loi d’action de masse.
L’hypothese principale de cette loi considere que 1’échange d’ions est une réaction stoe-
chiométrique (voir équation I1.3), de maniére a préserver 1’électro-neutralité de chaque

phase.
nRI+ P"= R,P+nl (IL.3)

ou R représente la résine, I le contre-ion monovalent, P" la protéine de charge caracté-

ristique n.

La loi d’action de masse permet d’exprimer la constante d’équilibre Kp»/; selon :

_ (P [P ey G
Kot = Fye Py ~ [P 3 e © (14

ol [I] représente la concentration du contre-ion dans la résine et [I] dans la solution ; [P7]
représente la concentration de la protéine dans la résine et [P"] dans la solution; v; le
coefficient d’activité de I'ion I en solution et vpn le coefficient d’activité de la protéine
en solution, et C° les concentrations de ’état de référence. Pour une réaction donnée, la

constante d’équilibre thermodynamique peut également étre définie selon :
A,G°=—-RTIh K (IL.5)

avec A,G° I'enthalpie libre standard de réaction, R la constante des gaz parfaits et T la

température absolue.

Dans le cas de I’échange d’ions, cette constante d’équilibre traduit ’affinité des ions en
solution pour une résine. Généralement, les coefficients d’activité sont supposés égaux a 1

car il est difficile d’accéder a ces valeurs au sein d’une résine échangeuse d’ions. Ainsi, le

vpnaf Co" !

terme g ConT

est considéré égal a 1 et la constante d’équilibre K apparente s’écrit :

_ [P
K = TP (IL.6)

ou encore en utilisant C' pour les concentrations en solution et ¢ pour les concentrations
dans la résine :
q.C7 9/c

_ (IL.7)

K - n
q;-C  (u/cr)
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D’autre part, la quantité maximale de sites qr, qui représente la capacité maximale

d’échange, peut s’écrire (toujours dans le cas ou I est un ion monovalent) :

qr =nq +qr (IL.8)

Ainsi, la combinaison des équations I1.7 et I1.8 donne :

q.Ct

C=_ Y1
K.(qr — n.q)"

(1L.9)

Ce modele a été construit selon les hypotheses suivantes :

— Particules adsorbantes sphériques et uniformes (taille, densité)

— Groupes fonctionnels également distribués sur la surface de la particule

— Parametres du modele constants et indépendants de la concentration en sel

— Facteurs influencant la structure 3D de la protéine et 1'effet de la concentration en
sel négligés

— Nature multipoint de l'interaction protéine-support décrite par les charges caracté-

ristiques

LOI D’ACTION DE MASSE STERIQUE

La principale limitation de la loi d’action de masse est son incapacité a prendre en
compte le blocage de certains sites de I’échangeur dii a la grande taille des protéines. Une
extension de cette loi a donc été mise au point par Brooks et Cramer (1992) : il s’agit du

modele d’action de masse stérique (SMA, Steric Mass Action).

Ce modele prend en compte un parametre supplémentaire qui est le facteur stérique
(noté o). Il traduit 'encombrement stérique d’une partie des sites de 1’échangeur par une
macromolécule (voir Figure I1.9). Ainsi, la quantité de sites inaccessibles ¢y exprimée par

unité de volume d’échangeur s’écrit :
qr =0.q (I1.10)

A T'équilibre, le nombre total de contre-ions a la surface de I’échangeur est égal a la

somme des contre-ions échangeables et des contre-ions non-échangeables :
q71 total = le + qr (1111)
La quantité totale de sites de I’échangeur qr peut donc s’écrire :

qr = qr +(n+0)q (IL.12)
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FIGURE I1.9 — Illustration du phénomene d’encombrement stérique, avec une protéine possédant
4 points de fixation sur un support chromatographique. Issu de (Shen et Frey,
2005), reproduit avec permission. Copyright (2005), Elsevier.

Ainsi, la loi d’action de masse stérique s’écrit sous la forme :

= () o) (L.13)

ou K est la constante d’équilibre, n la charge caractéristique de la protéine et o le facteur
stérique.

Brooks et Cramer (1992) ont également exprimé I’équation SMA pour une application
en multi-constituants. Elle permet d’exprimer la concentration en solution de la protéine

7 en fonction de sa concentration dans la résine selon :

n

4d; Cr"
C = <?) - (IL.14)
qr — ;(nz + 0i)q;

Néanmoins, I'utilisation de ce modele sous-entend que les protéines n’ont pas d’interac-
tions entre elles, et ne permet pas de représenter des phénomenes telles que la formation

d’une multi-couche par exemple.

I1.4 La simulation moléculaire appliquée a 1'échange

d’ions des protéines

Le comportement des protéines a I'intérieur d’une particule de résine échangeuse d’ions

reste encore aujourd’hui assez mal connu (Lenhoff, 2016). En effet, de nombreux modeéles
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utilisés sont empiriques car basés sur des données expérimentales, et assez peu de mo-
deles prédictifs ont été développés (Mattrey et al., 2017). Cela est dii en grande partie
au manque d’information sur les mécanismes physico-chimiques mis en jeu a 1’échelle ato-
mique. Les techniques expérimentales a 1’échelle microscopique restent aujourd’hui assez
peu utilisées en chromatographie d’échange d’ions car elles sont difficilement adaptables,
mais aussi cotiteuses et intrusives. En effet, des techniques comme la microscopie de force
atomique (ou AFM, Atomic Force Microscopy) ont déja été utilisées (Johnson et al.,
2000; Demaneche et al., 2009) mais les mesures intraparticulaires restent compliquées. Il
en va de méme avec la microscopie confocale a balayage laser (ou CLSM, Confocal Laser
Scanning Microscopy), ou cette fois les mesures étaient limitées par I'atténuation de la
lumieére au sein des adsorbants (Yang et al., 2006). Dans ce contexte, un des moyens
d’acquérir des connaissances sur les mécanismes de rétention au niveau atomistique est
d’utiliser des simulations de dynamique moléculaire dans le but d’étudier les interactions
protéine-surface (Latour, 2008; Zhang et Sun, 2010).

La simulation numérique est en général utilisée en complément d’expériences afin d’in-
terpréter et de mieux comprendre des données expérimentales. Les simulations molécu-
laires permettent entre autres d’étudier les effets de certains parametres sur un méca-
nisme ou un phénomene, de donner des informations sur des données non accessibles
expérimentalement en raison d’échelles de temps ou d’espace non réalisables. La force de
la simulation moléculaire réside également dans sa capacité de prédiction des phénomenes
physico-chimiques. En effet, il est possible de réaliser des simulations in silico dans des
conditions particulieres et ainsi de s’affranchir des expériences, soit parce qu’elles sont
trop cofiteuses en matiére ou en équipements, soit parce que les conditions de travail
étudiées sont extrémes et non réalisables en laboratoire. Cependant, il est nécessaire de
s’assurer au préalable de la robustesse et de la fiabilité des simulations. Pour cela, la mé-
thode doit étre confrontée a des données expérimentales représentatives du phénomeéne

étudié avant d’étre utilisée a but prédictif.

I1.4.1 Modélisation moléculaire

I1.4.1.1 Construction des modeles 3D

REPRESENTATION 3D DES PROTEINES

Les protéines sont des macromolécules biologiques complexes dont la structure 3D doit
étre connue afin de pouvoir correctement simuler leur comportement. La structure 3D
d’une protéine donne énormément d’informations sur sa fonction biochimique comme par

exemple la forme de la surface, ’association de sous-unités, I’agencement du site actif ou
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encore les propriétés électrostatiques. Il existe de nombreuses techniques expérimentales
permettant de déterminer avec exactitude cette structure.

L’une des techniques les plus employées aujourd’hui est la cristallographie aux rayons
X (X-ray), basée sur la diffraction des rayons X des cristaux de macromolécules (Drenth,
2007). A travers l'analyse de la densité électronique de la molécule, cette technique permet
ainsi de connaitre I'arrangement spatial des atomes de la molécule composant le cristal
et d’en obtenir les coordonnées cartésiennes. L’étape limitante de cette méthode est en
général I’étape de cristallisation, car les conditions physico-chimiques appropriées doivent
étre identifiées mais également car le cristal peut contenir une trop grande quantité de
solvant aqueux (Smyth, 2000). En revanche, lorsque la qualité des cristaux produits est
suffisante, cette technique permet de reconstituer la structure d’une macromolécule avec
de hautes résolutions (< 3.5 A, DiMaio et Chiu (2016)).

D’autres techniques peuvent étre employées, comme par exemple la résonance magné-
tique nucléaire (RMN), qui utilise les propriétés magnétiques des noyaux des atomes afin
d’en déduire des informations telles que les distances et, de maniere indirecte, les angles
dans la molécule (Wiithrich, 1990). Souvent appliquée a 1’étude de petites protéines (<
30-40 kDa), cette technique est parfois couplée a la cristallographie aux rayons X afin
d’obtenir des structures les plus complétes possible (Snyder et al., 2005).

La cryo-microscopie électronique (cryo-EM) est également une technique de plus en
plus utilisée pour déterminer des structures de protéines avec une résolution proche de la
résolution atomique (Zhou, 2011; Rossmann et al., 2011; DiMaio et Chiu, 2016). Cette
technique permet de congeler tres rapidement des biomolécules et utilise des électrons
pour les "imager" et ainsi révéler leurs structures moléculaires. Aujourd’hui encore, la
technique de cryo-EM est complémentaire aux techniques de cristallographie aux rayons
X car elle permet 1'étude de molécules complexes et/ou de grande taille, alors que la
cristallographie aux rayons X est plus adaptée a des échantillons petits et ordonnés.

Enfin, il arrive que la structure d’une protéine ne puisse pas, ou du moins pas totale-
ment, étre déterminée via des techniques expérimentales : dans ces cas-la, la modélisation
moléculaire peut étre utilisée. Afin de reconstruire des structures ou d’effectuer des pré-
dictions structurales, des calculs sont réalisés a 1’aide de différentes techniques, comme
par exemple des calculs ab initio (prédiction de structures 3D a partir de principes phy-
siques), des méthodes d’enfilage ou threading (mise en correspondance d’une séquence et
d’un repliement), ou encore des modélisations comparatives ou par homologie (déduction
de la séquence a partir de protéines similaires partageant au moins 30 % d’identité, ou

de protéines homologues déja connues).

Depuis le début des années 70, les coordonnées des structures de nombreuses protéines
ont été répertoriées dans des banques de données structurales, dont la plus complete et

la plus utilisée est la Protein Data Bank (PDB). Les coordonnées de chaque atome, ainsi
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que diverses informations sur la structure secondaire (hélices, feuillets) et les connectivi-
tés entre atomes (pont disulfures), sont stockées dans un fichier texte (.pdb, voir Annexe
A.1). Certaines structures de protéines ont été résolues plusieurs fois, dans des confor-
mations, des conditions de cristallisation ou des degrés de résolution différents, ou méme
en complexe avec un ou plusieurs ligands. Ainsi, a chacune de ces structures résolues est

associé un code PDB.

Le mécanisme d’échange d’ions étant régi par les interactions électrostatiques, I'un des
aspects les plus importants lors de la préparation du systéeme de simulation est ’assigna-
tion des charges sur les différents atomes de la protéine. Au cours d’une simulation de
dynamique moléculaire classique, le pH de la solution n’est pas explicitement représenté
car il n’y a pas de protons dissociables. Des méthodes permettant des simulations a pH
constants sont toutefois développées (Goh et al., 2014), mais elles nécessitent des puis-
sances de calculs élevées et restent pour le moment en développement. Usuellement, lors
de simulations de systémes protéiques, la meilleure approximation est d’attribuer un état

de protonation dominant a un pH donné pour chacun des résidus titrables.

Ainsi, les états de protonation des résidus sont préalablement calculés. Pour cela, il
existe de nombreux serveurs en ligne, comme par exemple H++ (Gordon et al., 2005;
Myers et al., 2006; Anandakrishnan et al., 2012), DelPhiPKa (Wang et al., 2015b; Pahari
et al., 2018) ou PROPKA (Olsson et al., 2011; Sgndergaard et al., 2011), qui permettent
le calcul des pKa des acides-aminés en fonction du pH d’intérét et de la structure 3D
des protéines. Ces serveurs utilisent les calculs des pKa et les coordonnées cartésiennes
des atomes pour assigner les hydrogenes nécessaires ainsi que la charge des atomes dans
de nouveaux fichiers de coordonnées. La plupart de ces serveurs en ligne, dont H++ et
DelPhi, résolvent ’équation de Poisson-Boltzmann, dérivée de I’équation de Poisson, qui
décrit Ueffet du solvant sur le champ électrostatique autour de la protéine (Bashford et
Karplus, 1990; Wang et al., 2015a). Il existe également d’autres méthodes pour le calcul
des pKa, basées sur des modeéles empiriques comme par exemple le serveur PROPKA (Li
et al., 2005; Bas et al., 2008; Olsson et al., 2011).

I1.4.1.2 Modeles de représentation

Les systemes, composés d'un ensemble de particules, peuvent étre décrits selon diffé-
rents niveaux de précision. Il existe par exemple des modeles de représentation a 1’échelle
quantique et d’autres modeles plus ou moins simplifiés, choisis notamment en fonction
de la précision requise, du type de systeme étudié et des puissances de calcul disponibles.

Les principaux modeles de représentation sont présentés en Figure I1.10.
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Meécanique quantique Meécanique classique
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FIGURE I1.10 — Les principaux modeéles de représentation d’un systéeme de simulation molécu-
laire.

LES MODELES ab initio

Les méthodes quantiques considerent explicitement les électrons du systeme. La des-
cription des interactions a un niveau ab initio est basée sur la résolution de 1’équation
de Schrodinger et le formalisme des orbitales moléculaires. De ce fait, ces calculs sont
tres précis, ne nécessitent aucun ajustement de parametres car basés sur des principes
physiques et permettent notamment de décrire des réactions chimiques. En revanche, ils
sont aussi extrémement cotiteux en temps de calcul. En effet, la résolution numérique de
I’équation de Schrodinger est compliquée a mettre en ceuvre. Pour cela, il existe différentes
méthodes permettant sa résolution, dont trois sont généralement les plus utilisées : (i) les
méthodes de Monte-Carlo quantique, basées sur des algorithmes stochastiques (Ceperley
et Alder, 1986; Hammond et al., 1994; Ceperley, 2010), (ii) les méthodes traditionnelles
de chimie quantique, comme par exemple les méthodes Hartree-Fock (Mgller et Plesset,
1934) et post-Hartree-Fock ou Moller-Plesset (MP2)(Szabo et Ostlund, 2012), et (iii) la
théorie de la fonctionnelle de la densité (DFT), proposée par Hohenberg et Kohn (1964).

LES MODELES TOUT-ATOME

Les modeles en tout-atome considerent chaque atome du systéme comme étant les
particules élémentaires. Ils utilisent des champs de force (Ponder et Case, 2003), qui
sont des équations empiriques décrivant les énergies entre tous les atomes sur la base de

leur configuration (voir paragraphe I1.4.1.3). Un atome est représenté comme étant une
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sphere possédant un rayon, une masse et une charge, et la molécule comme étant une
association de plusieurs atomes. Contrairement aux méthodes quantiques, la variation de
la structure électronique, comme dans un cas de réaction chimique (rupture de liaisons,
transfert électronique, etc.), ne peut pas étre aisément décrite par cette méthode, entre
autres car les simulations en tout-atome se déroulent principalement a nombre d’atomes
constants. Le plus souvent, ces modeles sont utilisés pour décrire les interactions protéine-

ligand, entre protéines ou entre une protéine et une surface (MacKerell et al., 1998).

LES MODELES GROS GRAIN

Les modeles dits Gros Grain sont des méthodes empiriques simplifiées et ont été
développés afin de pouvoir simuler des systemes de taille conséquente, en général lorsque
les simulations en tout-atome nécessitent des temps de calcul trop importants (Chen et al.,
2006; Takada, 2012; Kmiecik et al., 2016). L’intérét majeur est également de pouvoir
étudier des phénomeéenes biologiques qui se produisent sur des échelles de temps trop
longues (de 'ordre de la microseconde ou méme de la milliseconde) pour étre étudiés avec
des modeles atomistiques. Le but de cette méthode est de réduire le nombre de particules
¢lémentaires dans le systéme, qui ne sont plus des atomes mais des groupements d’atomes.
Cependant, des approximations sont faites et ces calculs sont forcément moins précis que
les modeles tout-atome, notamment a cause de la perte de flexibilité de la protéine due aux
regroupements d’atomes. Dans le systeme, chaque groupe d’atomes est considéré comme
une sphere possédant un rayon, une masse et une charge. De nombreux champs de force
spécifiques aux études en gros grains ont été développés (Kmiecik et al., 2016; Monticelli
et al., 2008), comme par exemple le champ de force de MARTINI (Marrink et al., 2007),
PRIMO (Kar et al., 2013) ou encore UNRES (Liwo et al., 2002, 2007). Comme le montre
la Figure I1.11, dans le champ de force de MARTINI, chaque acide aminé est représenté
par un groupement d’atomes et le nombre de particules est bien plus restreint. L’'une des
difficultés a utiliser ce type de modele est de bien définir les groupements d’atomes avec
les parametres correspondants, et d’autant plus si le systeme étudié n’est pas déja connu

et paramétrisé.

I1.4.1.3 La mécanique moléculaire

La modélisation des interactions au sein d’un systéme peut se faire en utilisant des
approches de mécanique classique, basées sur des descriptions physiques des biomo-
lécules. Ces méthodes de calculs utilisent les lois de la mécanique newtonienne et per-
mettent d’approximer I’énergie potentielle d’interaction entre deux atomes, et different
de la mécanique quantique car les structures électroniques ne sont pas prises en comptes.

Ces méthodes sont empiriques et les calculs des forces se basent sur des parametres de
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FI1GURE I1.11 — Représentation en Gros Grain de tous les acides aminés selon le champ de force
MARTINI. Les différentes couleurs représentent les différents types de particules.
Issu de Monticelli et al. (2008), reproduit avec permission. Copyright (2008),
American Chemical Society.

référence issues d’expériences et/ou de calculs quantiques. L’ensemble de ces parametres,

ou constantes de forces, constituent ce que 'on appelle un champ de force (force-field).

Un champ de force permet de décrire la structure de I'énergie potentielle de chacune
des particules élémentaires du systeme. De maniere générale, les champs de force sont
choisis en fonction du niveau de description requis (tout-atome, Gros Grain) ainsi que
du domaine d’application. Un grand nombre de champs de force ont été développés pour
diverses utilisations (Monticelli et Tieleman, 2012; Lopes et al., 2014). Les plus courants

dans 1’étude des protéines, parmi les modeles en tout-atome, sont les champs de force
AMBER, CHARMM, OPLS et GROMOS (Ponder et Case, 2003).

L’énergie totale d’une protéine est définie comme étant la somme des énergies liées
(ou covalentes) et non-liées (ou non-covalentes). Les énergies covalentes comprennent les
énergies de liaison dues a l'étirement des liaisons (Ejigison), au fléchissement ou a la
courbure des angles (Ey,4) et a la torsion (Egsare). Les énergies non covalentes décrivent
les interactions de type van der Waals ou électrostatique (coulombique). Ainsi, I’énergie

totale peut s’écrire :

Etot = Eliaison + Eangle + Ediédre + Evdw + Eelec (1115)

avec ’énergie de déformation de liaison :

1
Eliaison - Z ikb(b - b0>2 (1116)
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I’énergie de déformation d’angles :

1
Eangle - Z §k0(9 - 90)2 (1117)

I’énergie de torsion d’angles :

1
Edisare = Y 575@(1 + cos(ny — ¢o)) (I1.18)
I'interaction de van der Waals (potentiel de Lennard-Jones) :

B = i Nf dey; [(Zf)lg = (”)6] (IL.19)

i=1 j=i+1 ij

et I’énergie potentielle électrostatique (loi de Coulomb) :

N N-1 Qi
Buee = 4 (11.20)
;jzgi;rl 471'807“1'_7'

Dans ces équations, les parametres b, 6, ¢ et r décrivent respectivement les longueurs,
les angles, les angles diedres et les distances entre atomes. Tous les autres parametres,
i.e. (kosibo), (ko3bo) et (ky;p0), sont fixés par le champ de force choisi et dépendent du

systeme étudié.

I1.4.1.4 Echantillonnage de Pespace conformationnel

Les résultats de simulations moléculaires dépendent de plusieurs facteurs : du type
de modele de représentation employé, des champs de force permettant de décrire les
interactions mais également de ’échantillonnage statistique des configurations du systeme.
Ainsi, I’échantillonnage de I’espace conformationnel d’un systeme peut étre réalisé a ’aide

de différentes techniques dont la méthode de Monte-Carlo et la dynamique moléculaire.

LA METHODE DE MONTE-CARLO

La méthode de Monte-Carlo permet une exploration stochastique des configurations
du systeme. L’échantillonnage se fait de maniere aléatoire dans le but de déterminer un
ensemble de conformations représentatives du systeme. Les parametres calculés sont donc
une moyenne d’ensemble et non temporelle et seules des propriétés thermodynamiques

statiques peuvent étre calculées. Le principe des méthodes de Monte-Carlo se base sur
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une génération de nombres aléatoires et des probabilités statistiques pour permettre de
résoudre des problemes complexes tels que des équations. Chaque configuration du sys-
teme est générée a partir de la précédente par des mouvements aléatoires et arbitraires,
acceptés ou non selon un critére préalablement défini : c’est ’algorithme de Metropolis
(Metropolis et al., 1953; Pharr et al., 2017).

LA DYNAMIQUE MOLECULAIRE

La dynamique moléculaire permet une exploration des configurations d’un systeme en
simulant son évolution au cours du temps. Les trajectoires de toutes les particules d’un
systeme sont calculées a partir d’une configuration initiale, par résolution des équations
du mouvement de Newton. Ainsi, la dynamique moléculaire permet de résoudre I’équation
classique du mouvement pour un systeme de N particules soumises a un champ de force,
chaque particule possédant une masse m; et une vitesse de déplacement v;. L’équation

simplifiée de Newton peut s’écrire :

- dv;
fi =m, dt

(I1.21)

Lors d'une simulation de dynamique moléculaire, chaque particule élémentaire, dont
les coordonnées cartésiennes sont fixées, se voit attribuer une vitesse initiale, générée
aléatoirement dans la plupart des cas. Les nouvelles positions des particules a un temps
t+dt sont calculées par un algorithme utilisant les calculs de force (énergie potentielle) et
de vitesse (énergie cinétique), ce qui géneére un nouveau jeu de coordonnées. Le processus
est ensuite réitéré jusqu’a atteindre un temps de simulation total défini, permettant ainsi
de générer les trajectoires de chaque particule du systeme. Plusieurs algorithmes sont
utilisés pour intégrer numériquement l’'équation du mouvement, dont les plus courants
sont les algorithmes de Verlet (Verlet, 1967), Leap-frog (Hockney et Eastwood, 1981) ou

encore Beeman (Beeman, 1976).

A Torigine, les simulations en dynamique moléculaire se déroulaient dans I’ensemble
thermodynamique microcanonique, c¢’est-a-dire un ensemble NVE (nombre de particules,
volume et énergie totale du systéme constants). Cependant, ces conditions ne sont pas
forcément représentatives des systemes que l'on souhaite modéliser. En laboratoire, les
systemes sont plutot soumis a des températures constantes et non des énergies constantes,
et il peut étre plus pertinent de travailler a pression constante plutot qu’a volume constant.
L’ensemble NPT (nombre de particules, pression et température constants) devient I’en-
semble le plus communément utilisé pour les dynamiques moléculaires de systemes pro-
téiques, ainsi que les ensembles NVT (nombre de particules, volume et température

constants) qui sont aussi couramment utilisés. Plusieurs méthodes de controle de la tem-
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pérature et de la pression ont été développées, dont les plus courantes sont les thermostats
et barostats de Berendsen (Berendsen et al., 1984), d’Andersen (Andersen, 1980), Lan-
gevin (Feller et al., 1995) ou encore de Nosé-Hoover (Martyna et al., 1992; Nosé, 1984;
Hoover, 1985).

Effets de bords et conditions périodiques

L’étude d’un systeme de simulation est conduite en créant une boite de simulation d’un
certain volume et contenant un nombre fini de particules. Cette boite primaire peut étre
de forme cubique, mais dans des cas particuliers, cela peut étre plus pertinent de travailler
avec des formes différentes comme un octaedre tronqué par exemple (Wassenaar et Mark,
2005). Le cube est la forme la plus simple & mettre en ceuvre mais son utilisation peut
s’avérer plus coiiteuse en raison de la présence de particules (essentiellement le solvant)
dans les coins de la boite. Le choix de la boite primaire dépend donc essentiellement de la
taille et de la forme du systéme étudié, mais également de la puissance de calcul disponible.
Cependant, le fait de travailler dans une boite aux dimensions restreintes engendre des
effets de bords importants car de nombreuses particules vont se retrouver en surface de
la boite de simulation.

Pour palier ces effets de surface, des conditions périodiques (periodic boundary condi-
tions, PBC) sont appliquées. Le but est de répliquer la boite primaire par translation
dans les trois directions de I’espace, comme lillustre la Figure I1.12. Ainsi, un atome de
la boite primaire peut interagir avec tous les atomes de sa boite, mais également avec
toutes les images de ces atomes. Idéalement, le systeme doit étre construit de sorte a ce
qu’'un atome ne puisse pas interagir avec sa propre image. Cette méthode de réplication a
I'infini permet donc de s’affranchir des effets de taille finie du systeme. En revanche, cela
n’a physiquement pas de sens de répliquer cette boite a I'infini et cela ne peut pas étre
représenté expérimentalement. Le but ici est donc de bien définir le systeme et la boite
de simulation afin de s’affranchir des effets de bords et pouvoir calculer des interactions
a longues portées sans pour autant influencer les résultats de simulation. Afin d’éviter
Papparition d’artefacts de simulations, des contraintes sont requises. Il est par exemple
fortement recommandé de laisser une distance minimale de 1 nm (qui est en général le
seuil limite pour le calcul des interactions non liées) entre la molécule étudiée et les bords
de la boite (de Souza et Ornstein, 1997).

Interactions a longues portées

Les interactions non liées correspondent aux interactions de type van der Waals et
électrostatique. Ces dernieres peuvent étre composées de deux termes, (i) les interactions

de courtes portées, et (ii) les interactions a longues portées.
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FIGURE I1.12 — Représentation en deux dimensions des conditions périodiques aux limites, avec
la boite primaire de simulation encadrée en bleu.

Les interactions de courtes portées sont définies, pour les deux types van der Waals et
électrostatique, par un rayon de coupure (ou cut-off) afin de limiter le nombre d’inter-
actions atome-atome lors des calculs. Au dela de ce rayon de coupure, appelé également
distance de troncation, différentes méthodes sont appliquées pour estimer les énergies de
ces interactions a longues portées. Tout d’abord, afin d’éviter de potentiels artefacts dans
les simulations dus a la coupure brutale des forces a partir du cut-off, certaines fonctions
sont appliquées afin de ramener cette force a une valeur de zéro de maniere plus douce : ce
sont le plus souvent des fonctions switch ou shift (Loncharich et Brooks, 1989; Steinbach
et Brooks, 1994). Ces fonctions sont en général utilisées pour traiter les interactions de
type van der Waals au-dela du cut-off, car les forces associées diminuent rapidement en

fonction de la distance.

Cependant, il a été montré que dans certains cas, notamment les systemes membra-
naires, le traitement des effets a longues portées pour les interactions de type van der
Waals serait bénéfique pour simuler certaines propriétés comme 'aire par lipide ou le pa-
rametre d’ordre (Huang et Garcia, 2014)). Concernant les interactions de longues portées
électrostatiques, ces derniéres sont calculées sur la base de la sommation d’Ewald (Ewald,
1921; Komeiji, 2000), qui nécessite une périodicité comme décrite précédemment (PBC).
L’algorithme standard le plus utilisé en simulation moléculaire, grace a son efficacité
en temps de calcul, est 'algorithme PME (Particle Mesh Ewald, Darden et al. (1993);
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Petersen (1995)). Depuis quelques années, cet algorithme a également été implémenté
et appliqué aux interactions de type van der Waals pour des systémes membranaires
(Wennberg et al., 2013).

11.4.1.5 Effets de solvatation

La représentation du solvant, qui est I’eau dans la plupart des cas, et de ses effets sur
I’adsorption d’'une protéine est un élément tres important a prendre en compte. En effet,
une simulation d’une interaction protéine-surface sans solvant représenterait un compor-
tement moléculaire dans le vide, alors que les échange d’ions des solutions de protéines
se font en phase aqueuse. De ce fait, les effets de solvatation doivent étre correctement
représentés car les parametres physiques de la couche de solvatation tels que la densité,
la constante diélectrique de I’eau ou encore 1’énergie libre gouvernent en grande partie le

phénomene d’adsorption.

En simulation tout-atome, la méthode la plus directe pour représenter les effets de
solvatation est de considérer explicitement toutes les molécules de solvant dans le systeme.
De nombreux modeles d’eau ont été développés afin de décrire le comportement des
molécules d’eau dans le systéme. Trois grands types de modeles ont été développés : (i)
les modeles rigides, ou les positions atomiques sont fixes, (ii) les modeles flexibles, ou la
position des atomes n’est pas restreinte et (iii) les modeles polarisables, qui incluent un
terme de polarisation explicite. Parmi les modeéles rigides, il existe des modeles d’eau de
3 a 6 sites : sur une molécule d’eau, les sites chargés peuvent se situer aussi bien sur les
atomes que sur d’autres sites spécifiques (voir Figure I1.13). Les modeles d’eau rigides
a 3 sites sont les modeles les plus couramment utilisés en raison de leur simplicité et de
leur performance dans les calculs, et plus particulierement en dynamique moléculaire. Les
plus connus sont les modeles SPC et SPC/E (Berendsen et al., 1987), TIP3P (Jorgensen
et al., 1983). D’autres modeles, comme TIP4P, TIP4P/EW ou TIP5P (Jorgensen et al.,
1983; Jorgensen et Madura, 1985; Mahoney et Jorgensen, 2000) sont également utilisés
lorsque le nombre de sites considéré est supérieur a 3. Enfin, le choix des modeles d’eau
se fait également en fonction du champ de force choisi pour les simulations car ils sont
tres souvent développés pour fonctionner avec des champs de force spécifiques (exemples :
SPC pour Gromos, TIP3P pour CHARMM ou AMBER).

Le principal avantage de la méthode en solvant explicite est sa précision car elle fournit
des informations détaillées sur chacune des molécules d’eau. De plus, celles-ci peuvent
directement interagir avec les groupements fonctionnels des résidus de la protéine, mais
également avec ceux du support chromatographique. En contrepartie, utiliser ce type de
modele demande une plus grande puissance de calcul, ou des temps de simulation plus

longs, car le nombre d’atomes représentant ’ensemble du solvant est tres important.
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FI1GURE I1.13 — Représentation des différents modeles d’eau rigides et des sites chargés. Illustra-
tion issue de la these de Tesson (2016).

Afin de pouvoir réduire les temps de calculs, le solvant est parfois considéré de ma-
niere implicite lors des simulations. Dans ces types de modeles, 'eau n’est pas considéré
comme un ensemble de molécules mais plutot comme un milieu continu. Il s’agit d’un
milieu uniforme polarisable possédant une constante diélectrique fixe. Ainsi, le systeme
de simulation comprend beaucoup moins d’atomes et les calculs sont plus rapides. En
revanche, comme pour tout systéme simplifié, des approximations sont faites et les mé-

thodes en solvant implicite sont moins précises qu’en solvant explicite.

Lors de la solvatation, il y a deux effets importants qui doivent étre correctement
représentés : (i) les contributions électrostatiques, liées aux effets de solvatation autour
des groupes fonctionnels chargés et polaires et (ii) les effets hydrophobes, liés aux effets
de solvatation autour des groupes non polaires. La méthode la plus simple pour exprimer
les effets électrostatiques est de définir une constante diélectrique relative (calculée par
rapport & la constante diélectrique du vide), qui est incorporée a la loi de Coulomb
dans le champ de force (équation I1.20). Pour 'eau, cette constante ¢ vaut 80 (Archer
et Wang, 1990) a 298 K, et la constante diélectrique relative du vide est donc égale
a 1. Cependant, cette méthode n’est pas recommandée car elle néglige totalement la
compétition entre les molécules d’eau et les groupes chargés des résidus de la protéine,
et également ne présente aucun moyen de prendre en compte les effets hydrophobes. Une
méthode plus appropriée et bien plus précise est I’étude des effets électrostatiques par la
résolution de I’équation de Poisson-Boltzmann (PB), qui sera détaillée dans le paragraphe
suivant 11.4.1.6. En revanche, cette méthode est en général trop précise, c’est a dire
trop cotiteuse en temps de calcul, pour étre utilisée en dynamique moléculaire. Ainsi, la
méthode de Born généralisée (generalized-Born, GB) est une procédure alternative pour
approximer I'équation PB, et qui a déja été tres largement utilisée. 11 faut cependant
noter qu’aucune de ces deux méthodes ne permet de représenter les effets hydrophobes,
qui sont en général calculés séparément. Le plus souvent, ils sont estimés par des calculs de
surface accessible au solvant (solvent-accessible surface area, SASA), qui tiennent compte

de la tension de surface du solvant. Cependant, 1’estimation des effets hydrophobes reste
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encore a améliorer, ces calculs étant des approximations car ils nécessitent des parametres
d’ajustement (Latour, 2008).

I1.4.1.6 Energies libres de liaison

L’estimation des énergies libres de liaison est un moyen de quantifier I'interaction entre
une protéine P et un ligand L, ou éventuellement entre une protéine avec une surface,

selon :
P+ L=PL (11.22)

ou PL représente le complexe protéine-ligand. D’une maniere générale, I’enthalpie libre

standardAG, usuellement appelée énergie libre, est définie comme :
AG=AH —-TAS (11.23)

ou AH est la variation d’enthalpie, AS la variation d’entropie et T" la température abso-
lue.

De nombreuses méthodes numériques ont été développées afin d’estimer ces valeurs
d’énergies libres, qui peuvent étre scindées en deux catégories principales : les méthodes
pathway et les méthodes end-point (Aqvist et al., 2002). Les méthodes pathway consistent
a échantillonner les conformations existantes entre les formes libres et liées du complexe
protéine-ligand. Ainsi, le ligand est graduellement séparé de la protéine et ’énergie libre
de liaison est calculée en fonction de toutes les contributions énergétiques entre 1’état
initial et I’état final. Deux méthodes courantes utilisant cette approche sont la méthode
de l'intégration thermodynamique (TI) et la méthode de perturbation d’énergie libre
(Free-Energy Perturbation, FEP)(Rao et al., 1987; Deng et Roux, 2009). Les méthodes
end-point se basent sur un échantillonnage séparé entre les conformations libres et liées
du complexe. Les contributions entrant dans le calcul de I’énergie libre (1’énergie interne,
'entropie et 1'énergie de solvatation) sont déterminées distinctement pour chacune des
conformations et 'énergie libre de liaison est ensuite déduite par différence. Cette tech-
nique pour le calcul des énergies libres est utilisée dans de nombreuses méthodologies
comme par exemple la méthode d’énergie d’interaction linéaire (LIE), I'approximation de
réponse linéaire (LRA) ou encore les méthodes MM-PBSA/MM-GBSA (Molecular Me-
chanics Poisson-Boltzmann Surface Area / Molecular Mechanics generalized-Born Surface
Area). Les méthodes pathway sont les plus précises car elles prennent en compte les états
de transition du systeéme, mais ce sont aussi celles qui demandent le plus de puissance de
calcul. Ainsi, les méthodes end-point telles que MM-PBSA ou MM-GBSA sont a ce jour

les plus communément utilisées (Genheden et Ryde, 2015).
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La méthode MM-PBSA, développée par Srinivasan et al. (1998) est devenue une des mé-
thodes la plus employée pour estimer les interactions protéine-ligand (Homeyer et Gohlke,
2012). Elle est par exemple tres utilisée afin d’évaluer la stabilité relative de structures
biomoléculaires (Ferrari et al., 2007; Brice et Dominy, 2011). Elle permet également de
décomposer les contributions énergétiques et ainsi de mieux comprendre en détail les
mécanismes d’interactions principaux mis en jeu (Gohlke et al., 2003).

Dans cette approche, trois termes énergétiques sont combinés : (i) le premier terme
correspond a ’énergie potentielle dans le vide, comprenant les énergies liées et non-liées
(voir le paragraphe sur la mécanique moléculaire et la description des champs de force) ;
(ii) le second correspond a 'énergie de solvatation des especes (énergies polaires et non-
polaires) et (iii) le troisieme est le terme entropique.

L’expression générale de 1’énergie libre de liaison entre une protéine et un ligand peut

s’écrire :
AGliaison = Gcompleme - (Gprotéine + Gligand) (1124)

ol Geompleze Teprésente 1'énergie libre totale du complexe protéine-ligand et Gproine €t
Gligand les énergies libres totales de la protéine et du ligand, respectivement. Pour chacune

de ces entités, ’énergie libre peut étre définie comme :
Gﬂ? = <EMM> - TS + <Gsolvation> (1125)

ou x représente la protéine, le ligand ou le complexe protéine-ligand, (Ejyy) 1'énergie
potentielle moyenne dans le vide, T'S' la contribution entropique a 1’énergie libre dans le
vide (entropie et température) et (Ggopation) I'énergie libre de solvatation. Il faut noter
que dans ces calculs, le terme entropique est négligé, et ce sont en réalité des enthalpies
libres qui sont déterminées. Cependant, pour étre en accord avec la littérature, le terme
d’énergie libre sera systématiquement employé dans ce manuscrit.

Comme défini dans le paragraphe 11.4.1.3, I’énergie potentielle Ej;ps, basée sur les
parametres de champs de force de mécanique moléculaire, inclue les énergies liées et
non-liées. Dans le calcul MM-PBSA, I’hypothese est faite de considérer AEj;s. = 0 car les
conformations de la protéine et du ligand a 1’état libre ou dans le complexe sont considérés
identiques. Ainsi, le terme Fj;); est calculé uniquement selon les interactions non-liées,
i.e.van der Waals (potentiel de Lennard-Jones, équation I11.19) et électrostatiques (loi de
Coulomb, équation I1.20).

L’énergie libre de solvatation représente 1’énergie nécessaire pour transférer un soluté
a partir du vide dans un solvant. Cette énergie est décomposée en deux termes selon

I’équation :

Gsolvatation - Gpolaire + Gnon—polaire (1126)
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ot Gpoaire €6 Gron—polaire T€Présentent les contributions électrostatiques et non-électrostatiques
respectivement.

Le calcul du terme Gpojaire €st basé sur la résolution de I’équation de Poisson-Boltzmann
(PB) :

Apt(r)
KT

V - [e(r)V - o(r)] — e(r)k(r)?sinh [p(r)] + =0 (T1.27)
ot (1) représente le potentiel électrostatique, £(r) la constante diélectrique, pf(r) la
densité de charge et k(r)? est une valeur liée & la réciproque de la longueur de Debye et
est dépendante de la force ionique.

Le terme non-électrostatique Gon—polaire Peut étre décrit a 1'aide de nombreux modeles
(Kumari et al., 2014), dont le plus utilisé est le modele de la surface accessible au sol-
vant (solvent accessible surface area, SASA). L’hypothese principale de ce modele est de
considérer que 'énergie Gon—poiaire €st linéairement dépendante de la surface accessible

au solvant. L’énergie peut ainsi étre calculée comme étant :
Gnonfpolaire = ")/A + b (1128)

ou A est la surface accessible au solvant, v un coefficient relié a la tension de surface et

b un parametre d’ajustement.

La méthode MM-GBSA est une méthode alternative a la méthode MM-PBSA, dont
la résolution numérique est plus rapide mais moins précise. En effet, cette méthode est
basée sur la résolution de 1'équation de Born-généralisée (GB) pour le calcul de I'énergie
de solvatation, qui est une approximation de I’équation PB (Eq. I1.27). La résolution
de I’équation GB est de plus en plus employée car en plus d’étre avantageuse en terme
de cotits et de temps de calculs, elle présente des résultats similaires a ceux issus d’une
résolution de 'équation de PB (Genheden et Ryde, 2015).

I1.4.2 Modélisation protéine-support

I1.4.2.1 Représentation des surfaces

L’adsorption de molécules, en particulier des protéines, sur divers types de surfaces
a déja fait 'objet de nombreuses études utilisant la simulation moléculaire (Ozboyaci
et al., 2016). L’apport de la simulation moléculaire dans ’étude des interactions protéine-
surface permet d’obtenir des informations a I’échelle atomique difficilement accessibles
expérimentalement. Pour cela, les surfaces étudiées doivent étre correctement représentées

et paramétrisées afin de reproduire au mieux les phénomenes locaux.
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De nombreux matériaux sont utilisés pour I'adsorption des protéines et ont fait 1’'objet
d’une modélisation a ’échelle moléculaire (des exemples sont présentés sur la Figure 11.14).
Parmi eux, il y a les surfaces composées en majorité de métal (et alliages), qui servent
le plus souvent comme matériaux inertes dans les capteurs et sondes, ou encore en tant
qu’électrode. Ainsi, 'or (Kharazian et al., 2018), le cuivre (Chen et al., 2010), l'argent
(Ghosh et al., 2012) ou encore le fer et les aciers (Imamura et al., 2003; Zhang et al., 2009b)
ont déja fait I'objet de nombreuses études numériques. Les surfaces composées de métaux
oxydés, tres utilisées pour leurs propriétés catalytiques et leur stabilité mécanique (An-
dreescu et al., 2012), ont également été étudiées (Ozboyaci et al., 2016). Il existe d’autres
matériaux tels que les nanomatériaux a base de carbone (Scida et al., 2011) et divers
polymeres (Nie et Kumacheva, 2008) qui ont également été largement étudiés. Ces sur-
faces sont composées de plusieurs groupements greffés & une matrice par chimisorption et
organisés en mono-couche (Schreiber, 2004). Ces groupements sont composés d’une téte,
qui est la partie accrochée a la matrice, et d’une queue, qui est la partie fonctionnelle par-
ticipant a I’adsorption. Elle peut étre chargée positivement ou négativement, hydrophobe
(neutre, non-polaire) ou encore hydrophile (neutre, polaire). Finalement, une grande par-
tie des surfaces modélisées sont de type mono-couches auto-assemblées (ou self-assembled

monolayers, SAMs).

CAS PARTICULIER : LES SURFACES CHROMATOGRAPHIQUES

En chromatographie d’échange d’ions, les surfaces des adsorbants sont composés d’une
multitude de groupements fonctionnels chargés fixés a la matrice. La représentation des
groupements fonctionnels, ou ligands, en simulation moléculaire nécessite dans un premier
temps la connaissance de plusieurs parametres essentiels, a savoir la structure chimique
d’un ligand ainsi que la répartition sur la surface (ou densité de ligands). Généralement,
la surface chromatographique est représentée uniquement par une couche de ligand ot la
matrice n’est pas explicitement décrite afin de limiter la taille du systéme de simulation.
Par exemple, Dismer et Hubbuch (2010) ont reconstruit numériquement une surface de
SP Sepharose FF a partir de la structure moléculaire d’un seul ligand, qui a été dupliqué
en -x et -y. Afin de représenter le point de fixation du ligand a la matrice, les positions
des premiers atomes du ligand ont été restreintes. C’est également le cas dans les études
de Liang et al. (2012, 2015b), ou la résine Q Sepharose FF a été construite en Gros Grain,
sans représentation de la matrice en agarose.

Dans ces études, la surface est le plus souvent considérée comme plane, mais il peut
arriver que la surface soit représentée sous forme cylindrique. En effet, un pore de résine
ne possede pas une surface plane mais plutot incurvée par endroit du fait de la tortuosité.
Cependant, a I’échelle de la simulation moléculaire, la surface peut étre considérée comme

plane : la surface étudiée est en général extrémement faible comparée a la surface totale de
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FIGURE I1.14 — Exemples de représentations de surfaces en simulation moléculaire : (a) Fibri-
nogene sur une surface d’or. Issu de Kharazian et al. (2018), reproduit avec
permission (CC licence); (b) lysozyme sur une surface polyéthylene. Issu de
Wei et al. (2011), reproduit avec permission. Copyright (2011) American Che-
mical Society ; (c) Illustration d’une surface de type SAM alkanéthiol avec une
terminaison amine (NHs). Issu de Agashe et al. (2005), reproduit avec permis-
sion. Copyright (2005) American Chemical Society

I’adsorbant et la courbure sur une si petite surface peut étre considérée comme négligeable.
Néanmoins, dans certaines études comme celles de Riccardi et al. (2008), la simulation
moléculaire est utilisée comme outil afin d’étudier et de créer de nouvelles surfaces. Dans
cet exemple, une surface sphérique en agarose (explicitement représentée) est modélisée.
Zhang et al. (2009a) ont également travaillé sur I’étude de surfaces cylindriques. Dans ces
cas particuliers de design de nouvelles surfaces, il peut donc étre intéressant de modifier la
morphologie et/ou la topologie de la surface afin d’étudier I'impact sur la rétention. Enfin,
I'un des intéréts de 'apport de la simulation est également de pouvoir étudier I'influence
de la densité de ligands sur I’échange, comme l'ont fait Lang et al. (2015b), ou des
simulations ont été réalisées en utilisant deux surfaces de densité différentes (voir Figure
I1.15). L’intérét de cette étude est d’autant plus grand lorsque 'on connait les difficultés
a obtenir expérimentalement des valeurs correctes de surface spécifique avec des résines
en matériau de type agarose (voir paragraphe 11.3.2.3). Il est également possible d’étudier
I'influence de la répartition ou distribution des ligands sur la surface. Celle-ci est souvent

considérée uniforme comme sur la Figure I1.15, mais il peut étre intéressant de varier les
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points de fixation des ligands, comme l'ont fait Zhang et al. (2010) qui ont pris en compte

la forme hexaédrique caractéristique d’une matrice en agarose.
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FIGURE II.15 — Lysozyme sur deux adsorbants, avec (a) une distance entre ligands de 6,51 A et
(b) une distance entre ligands de 12,14 A. Issu de Lang et al. (2015b), reproduit
avec permission. Copyright (2015), Elsevier.

I1.4.2.2 Simulations moléculaires protéine-support

La compréhension des phénomenes locaux lors de I’échange d’ions a fait 'objet de
plusieurs études combinant des expériences a des simulations moléculaires. Pour cela,
diverses protéines ont été étudiées, le plus souvent des protéines dites "modeles", qui
sont tres bien connues et facilement disponibles commercialement sous forme purifiée. Le
lysozyme, la ribonucléase A, le cytochrome ¢ ou encore la BSA (albumine de sérum bovin)
peuvent étre cités a titre d’exemple parmi les principales protéines usuellement utilisées.

Il existe plusieurs approches dans la littérature afin de relier des simulations a ’échelle
atomique avec des expériences a l’échelle macroscopique. Deux stratégies principales
peuvent étre distinguées : (i) la premiere se base sur des simulations en tout-atome et s’ap-
plique essentiellement & des petits systemes (peptides ou petites protéines < 30-40 kDa)
alors que (ii) la deuxiéme exploite des simulations plus simplifiées de type Gros Grain
afin de pouvoir étudier de plus gros systemes et sur une échelle de temps plus importante.
Cette partie sera consacrée a ces deux approches, qui sont a ce jour les plus abouties en
terme de simulations en dynamique moléculaire dans le cas spécifique de la chromatogra-
phie d’échange d’ions de protéines. Néanmoins, il existe d’autres travaux, comme ceux
de Latour et al (Latour, 2008; Collier et al., 2009; Yancey et al., 2010; Latour, 2014),
qui se focalisent sur le développement de méthodes permettant la bonne description des

interactions et des phénomenes de solvatation dans des cas d’interactions peptide-surface.
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SIMULATIONS TOUT-ATOME

Afin d’effectuer une comparaison entre échelle atomique et échelle macroscopique, il
est important de déterminer des parametres de référence possédant un sens physique réel,

mesurables directement ou indirectement via les deux approches.

C’est le cas notamment des travaux dirigés par J. Hubbuch durant ces 10 derniéres an-
nées. Sa recherche s’est notamment focalisée sur 'utilisation de simulations en tout-atome
appliquées a de petits systemes, dans un but de développement d’outils prédictifs. Dismer
et Hubbuch (2010) ont premiérement étudié I'adsorption du lysozyme sur la résine SP
Sepharose FF. Ils ont démontré que le lysozyme présentait plusieurs surfaces d’adsorption
possibles, appelés patches, qui correspondent a différents résidus chargés positivement a
la surface accessible de la protéine. Ainsi, différentes orientations du lysozyme adsorbé
sur la surface chromatographique ont été identifiées expérimentalement a différents pH
(Dismer et Hubbuch, 2007; Dismer et al., 2008), puis confrontées aux résultats des si-
mulations moléculaires. Dans cette étude, de trés courtes simulations (100 ps) ont été
réalisées pour 62 orientations du lysozyme, dans le but de calculer I’énergie d’interaction
entre la protéine et le support. Une carte d’énergie (energy map) représentant la surface
projetée de la protéine a été réalisée (comme l'illustre la Figure I1.16) et les différents
patches d’adsorption identifiés correspondent bien a ceux précédemment identifiés par les
expériences. Dans leurs études, Dismer et Hubbuch (2010) ont également comparé 1’éner-
gie d’interaction avec une donnée expérimentale aisément mesurable : la conductivité
nécessaire a I’élution de la protéine. Ainsi, ils ont montré une corrélation entre ces deux
valeurs, qui peut s’expliquer par le fait que chacun de ces deux parametres représente la «
force » de 'adsorption. En effet, plus I’énergie d’interaction est basse et plus I'interaction

est favorable car énergétiquement stable.

Par la suite, Lang et al. (2015a) ont développé une méthodologie permettant de prédire
les interactions, et en particulier les énergies d’interactions électrostatiques, applicables
a plusieurs protéines et sur différents supports chromatographiques (notamment la Q et
SP Sepharose FF). Cette méthodologie a été testée et validée par confrontation avec des
données expérimentales (Kittelmann et al., 2017a), comme l'ont fait Dismer et Hubbuch
(2010). Cette technique permet également d’identifier les résidus participant a 'adsorp-
tion pour la plupart des protéines en dessinant des energy maps, représentant 1’énergie
électrostatique sur toute la surface accessible de la protéine (voir Figure I1.16). Lang et al
ont réutilisé cette méthodologie dans le but d’étudier diverses densités de ligands et ainsi
évaluer I'impact sur 'adsorption (Lang et al., 2015b). Par ailleurs, leur étude a montré
que si la densité de ligands est un parametre important a prendre en compte, d’autres
parametres tels que le diametre des pores de la résine et la surface réellement accessible
sont également des critéres importants, qui influencent la capacité de rétention d’une

résine échangeuse d’ions.
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FIGURE I1.16 — (a) Projection cylindrique de points d’une protéine, puis unwrapping et appla-
tissement du cylindre aboutissant & (b) une carte d’énergie ou d’interaction
(energy map). Issu de Lang et al. (2015a), reproduit avec permission. Copyright
(2015), Elsevier.

Steudle et Pleiss (2011) ont également étudié la rétention du lysozyme sur la résine
Source 15S via des simulations de dynamique moléculaire. Leurs travaux ont montré que
le lysozyme ne possede pas une seule orientation d’adsorption préférentielle mais plusieurs,
ce qui rejoint les conclusions des études de Dismer et Hubbuch (2010), mais également
de Kubiak et Mulheran (2009). De plus, il semblerait que la flexibilité du modele utilisé
ait une influence sur la qualité de la prédiction, c’est-a-dire qu’il est préférable de ne pas
restreindre la position de la protéine (et des chaines latérales) lors des simulations et de
conduire de longues simulations afin de permettre a la protéine de trouver son orientation

la plus favorable a I'adsorption.

SIMULATIONS GROS GRAIN

Assez peu de travaux dans la littérature s’intéressent aux interactions et a la compéti-
tion protéine-protéine lors de I’échange d’ions. En effet, des simulations en multi-protéines
requierent une taille de systéeme importante et donc une plus grande puissance de calcul.
Pour cette raison, Liang et al (Liang et al., 2012, 2015b,a) ont étudié la rétention d’un

systéme bi-protéines, couplant la BSA/HSA avec la bHb, sur une résine anionique (Q
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Sepharose FF) en réalisant des simulations en gros grains. Ces deux protéines sont de
grandes tailles et utiliser des modeles en tout-atome conduiraient a des systemes avec
un nombre conséquent d’atomes. En effet, en plus de considérer la taille des protéines, il
faut construire une boite de simulation assez grande pour éviter les effets de bords (voir
paragraphe 11.4.1.4 sur les conditions périodiques) et la remplir de molécules d’eau et
d’ions, ce qui augmente tres fortement le nombre d’atomes total. Ainsi, les simulations en
gros grains permettent de réduire le nombre de particules mais également de conduire des
simulations plus longues qu’en tout-atome (400 ns & 2 ps). Dans I’étude de I’adsorption, il
est indispensable de réaliser de longues simulations pour pouvoir observer le phénomene
d’adsorption, qui peut mettre du temps a se produire selon les simulations. Liang et al
ont étudié 'adsorption des deux protéines tout d’abord séparément, puis en adsorption
simultanée (les deux protéines sont placées dans la boite au début des simulations) et sé-
quentielle (une protéine est placée dans la boite, puis 'autre). Ils ont montré tout d’abord
que la BSA (ou HSA) a une meilleure affinité avec la Q Sepharose FF que la bHb car elle
possede de nombreux sites de fixation sur la surface chromatographique. Elle s’adsorbe
également plus rapidement que la bHb.

Deux parametres SMA, la charge et le facteur stérique, ont été calculés pour chaque
simulation puis moyennés, et les valeurs ont été comparées a celles issues des expériences.
Dans cette étude, le calcul de ces parameétres est la méthode de comparaison entre les
simulations et les expériences macroscopiques choisie, les deux parametres ayant une
signification physique. Ainsi, la charge a été calculée comme étant le nombre de résidus
de la protéine participant a l'interaction (distance entre résidus et ligands inférieure a
0,45 nm) alors que le facteur stérique a été calculé comme étant le nombre de ligands
dont la distance est comprise entre 0,45 et 2,5 nm (rayon de gyration de la protéine).

Les simulations ont montré une tres forte interaction entre les deux protéines, ce qui a
influencé I’adsorption de deux manieres : (i) les deux protéines se sont "génées" dans leurs
mouvements dans la boite, modifiant ainsi potentiellement les orientations préférentielles
d’adsorption et (ii) la HSA a montré une plus forte affinité pour la résine et la bHb
a préféré interagir avec la HSA plutot qu’avec le support chromatographique, formant
ainsi une adsorption multicouche (Liang et al., 2015b). En revanche, ce phénomeéne n’est
pas nettement visible expérimentalement, les points des isothermes en multiconstituants

étant trop dispersés pour étre correctement exploités.

Conclusion

La chromatographie d’échange d’ions des protéines est un domaine qui a été tres large-
ment étudié au cours des dernieres décennies et sur lequel de nombreuses connaissances

ont été acquises (modeles d’équilibre, cinétiques, modes d’opération). Malgré tout, le
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manque de connaissances des phénomenes intervenant lors de la rétention de la protéine
a ’échelle atomique et parfois leur faible caractere prédictif, a conduit a envisager de
nouvelles approches afin de pallier ce manque d’informations. Parmi elles, une stratégie
émergente ces dernieres années et qui semble avoir un fort potentiel est 1'utilisation de
simulations moléculaires afin de mieux comprendre les mécanismes d’échange.
Finalement, relativement peu d’études ont été réalisées sur ce sujet, mais les premiers
travaux combinant des simulations moléculaires avec des expériences semblent tres pro-
metteurs. Deux approches principales ont été identifiées dans la littérature, proposant des
niveaux de description des systemes différents. En effet, si la premiere stratégie a pour
but de simuler des petits systémes contenant des molécules de petite taille (moins de 30
kDa environ) dans un but de développement d’outils prédictifs, la deuxiéme stratégie, uti-
lisant des modeles simplifiés et donc moins précis, permet d’étudier de plus gros systémes
mais également d’atteindre des échelles de temps plus grandes. Ces études ont également
soulevé l'intérét de 'utilisation de la dynamique moléculaire pour mieux comprendre les

interactions au sein de systemes multi-protéines.
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Introduction

Afin de pouvoir juger de la pertinence des simulations moléculaires pour décrire les phé-
nomenes en chromatographie d’échange d’ions a 1’échelle atomique, il est nécessaire de
les confronter a des expériences, qui feront ’objet de ce chapitre. Il est d’usage en chro-
matographie d’échange d’ions d’étudier expérimentalement ces phénomenes a 1’échelle
macroscopique, les techniques expérimentales microscopiques étant cheres et compliquées
a mettre en ceuvre (Zhang et Sun, 2010). En général, I’étude préliminaire de 1’échange
d’ions consiste a mesurer des isothermes d’adsorption. Celles-ci sont décrites par de nom-
breux modeles dans la littérature, mais assez peu permettent de décrire réellement le
phénomene d’échange d’ions qui se produit a lintérieur de 1’échangeur. En effet, les
phénomenes mis en jeu sont particulierement complexes a décrire avec des modeles ma-
thématiques. La loi d’Action de Masse Stérique (SMA) est le modele le plus utilisé a ce
jour car il permet de prendre en compte le déplacement des ions. Sa particularité repose
aussi sur le fait qu’il est applicable a I’étude de molécules de grande taille telles que les

protéines car le phénomene d’encombrement stérique qui en résulte est également décrit.

L’objectif de ce chapitre est dans un premier temps de présenter les matériels et mé-
thodes utilisés afin d’obtenir des isothermes d’adsorption sur un systéeme modele, com-
posé d’une résine couramment employée (SP Sepharose FF) et de deux protéines modeles
(a-chymotrypsine et lysozyme). Dans une seconde partie seront présentés et discutés
les résultats obtenus. L’affinité protéine-support sera étudiée, tout d’abord en systeéme
mono-protéine puis en systeme bi-protéines afin d’observer de potentiels phénomenes de
compétition entre protéines. L’'influence de parametres tels que la force ionique et le pH

sera également discuté.
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III.1 Matériels

III.1.1 Support chromatographique

La résine SP Sepharose FF, fabriquée et fournie par GE Healthcare (Uppsala, Suede),
est une résine a base d’agarose réticulé tres utilisée en chromatographie d’échange d’ions.
C’est une résine cationique forte possédant des groupements sulfopropyl a la surface (voir
paragraphe 11.3.2.2, Tableau 11.2).

MESURE DE LA CAPACITE IONIQUE

La capacité ionique totale d’une résine échangeuse d’ions correspond au nombre total
de sites de liaisons disponibles, exprimée généralement en quantité de sites (mmol ou
meq) par quantité de résine (volumique ou massique). Il est possible de déterminer ex-
périmentalement la capacité totale de maniére assez simple, surtout dans le cas d’une
résine cationique telle que la SP Sepharose FF. Le principe est de saturer la surface de
la résine avec un ion, de préférence monovalent et de petite taille. Cet ion est alors élué
en totalité par échange avec un autre ion. L’éluat est récupéré et dosé : la quantité de
cet ion initialement fixé est alors égale a la quantité de sites présents a la surface de la

résine (dans le cas d’un ion monovalent, un ion correspond a un site de fixation).

Lors de la mesure de la capacité ionique, la résine est préalablement packée dans une
colonne de 1 mL (colonne HiTrap SP FF, 1 mL). Les sites de la résine étant chargés
négativement (SO3 ), la résine est préalablement équilibrée avec des ions HT. Pour cela,
une grande quantité d’acide chlorhydrique (HCI) concentré est injecté dans la colonne,
afin de s’assurer de la saturation totale de la résine. L’intérét de travailler avec des ions de
trés petite taille est de pouvoir recouvrir la totalité de la surface, méme lorsque les pores
de la résine deviennent extrémement petits. En effet, certaines molécules trop grosses
peuvent étre bloquées rapidement et ne pas s’accrocher sur la totalité des sites disponibles
a l'intérieur des pores. Il est également possible de controler facilement la concentration
en H™ & la sortie de la colonne : si elle est égale & celle en entrée, cela signifie qu’il n’y a

plus d’ions H* retenus par la résine et donc que celle-ci est saturée.

Apres I'étape de charge, une étape de ringage a l'eau ultra-pure est nécessaire afin
d’éliminer tout les ions interstitiels qui ne sont pas fixés sur un site. Une fois cette étape
réalisée, il faut éluer la totalité des ions H* de la résine. Pour cela, entre 25 et 50 mL
d’une solution concentrée de chlorure de sodium (NaCl) a 1 M est injectée dans la colonne.
L’éluat contenant les ions HT & doser est récupéré dans une fiole jaugée de 100 mL et le

volume est ajusté avec de 'eau ultra-pure.
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La solution récupérée est ensuite dosée par titrage colorimétrique avec une solution de
soude (NaOH). L’indicateur coloré utilisé est le bleu de bromothymol (BBT). A noter qu’il
est possible d’estimer le volume équivalent et donc la concentration en NaOH adéquate en
considérant les valeurs de capacité totale issues du fournisseur (entre 180 et 250 meq/mL
(GE-Healthcare, 2014)). Cela permet d’optimiser la mesure et de choisir une concentration
en NaOH conduisant a un volume équivalent le plus grand possible, et ce afin de minimiser
les incertitudes de mesure.

Finalement, la capacité ionique totale de la résine notée qg, exprimée en volume de lit
de résine, est de 230.2 + 3.3 mmol/L.

MESURE DU TAUX D’HUMIDITE

Du fait de sa matrice a base d’agarose extrémement hygroscopique, il est important de
mesurer le taux d’humidité de la résine avant chaque expérience afin d’obtenir des résul-
tats comparables et reproductibles. Toutes les mesures sont effectuées en triplicata. Une
masse de résine humide connue Mcouptrés p €st introduite dans une coupelle en aluminium,
dont la masse Moy, est également connue. La coupelle est ensuite mise a ’étuve a 105°C
pendant au minimum 2 heures afin d’éliminer 1’eau présente. La coupelle contenant la
résine seche est ensuite pesée (Meoypires,s) €t 'humidité de la résine peut étre calculée

selon :

Humidité = eovptrésh — Meouptrés.s (ITL1)
Meoup+rés,h — Meoup

Les valeurs des trois mesures sont moyennées. Dans le cas de la SP Sepharose FF, le

taux d’humidité moyen est aux alentours de 85%. Il correspond a la quantité de liquide

présente entre les particules de résine mais également a celle présente dans les pores de

la résine.

STRUCTURE PHYSIQUE

Le diametre des particules de SP Sepharose FF est d’environ 90 pm selon le fournisseur
(GE-Healthcare, 2014). Cette valeur est en réalité une moyenne et on a plus affaire & une
distribution de taille de particules allant de 45 & 165 pm (DePhillips et Lenhoff, 2000).

Le diametre des pores est une information rarement fournie par les fabricants de ré-
sines. En revanche, quelques études dans la littérature proposent des valeurs issues d’ex-
périences, mettant en ocuvre généralement de la chromatographie d’exclusion de taille
en utilisant des particules neutres de tailles différentes comme le dextrane (DePhillips et
Lenhoff, 2000; Yao et Lenhoff, 2004, 2006). Dans le cas de la SP Sepharose FF, qui a été

o1
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tres étudiée, les travaux de Yao et Lenhoff (2006) sur la caractérisation de la distribution
des tailles de pores suggerent une valeur moyenne de 58 nm.

Les porosités des résines, intra- et extra-particulaire, font également 'objet de nom-
breuses études expérimentales afin de les caractériser. Selon Ubiera et Carta (2006), la
porosité intraparticulaire de la SP Sepharose FF est d’environ 0,90. Sa porosité extrapar-
ticulaire est quant a elle estimée a 0,35, qui est une valeur de porosité (ou de "degré de
vide") standard dans des cas de lit de particules sphériques monodisperses.

Les principales caractéristiques de la SP Sepharose FF sont présentées dans le tableau

récapitulatif II1.1.

TABLEAU III.1 — Tableau récapitulatif des principales propriétés de la résine SP Sepharose FF.

Propriétés SP Sepharose FF

Matrice Agarose réticulé a 6%

Groupement fonctionnel Sulfopropyl (SP) : -O—-CH,-CH,—-CH,-SO;"

Capacité ionique 230,2 meq/L (entre 180 et 250 meq/L selon le fournisseur)
Capacité dynamique* 70 mg/mL

Diameétre moyen des particules 90 pm

Diameétre moyen des pores 58 nm

Intraparticulaire : 0,90

Porosité . .
Extraparticulaire : 0,35

pH de travail 4a13

* Capacité a 50% avec une solution de Ribonucléase A dans une solution tampon acetate 0,1M, NaCl 2M (pH 5)

I11.1.2 Protéines

Initialement, lors du choix d’un systeme modele pour I’étude en systeme mono-constituant,
il avait été décidé de travailler avec une autre enzyme, la CAL-B (Lipase B de Candida
antarctica). Cette protéine possédait 'avantage d’étre bien connue et couramment utilisée.
Cependant, cette protéine n’est pas disponible purifiée commercialement et sa purification
est difficile, comme expliqué en partie dans le paragraphe I1.1.2.2. De plus, cette protéine
étant habituellement vendue commercialement dans un milieu brut, sa purification en

quantité suffisante pour la réalisation des expériences a été tres inefficace, malgré les ef-
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forts réalisés durant plusieurs mois de travail. Pour I’ensemble de ces raisons, les résultats

préliminaires obtenus avec cette protéine ne seront pas présentés dans ce manuscrit.
Finalement, I’a-chymotrypsine a été utilisée comme protéine modele pour les études

en systeme mono-constituant, ainsi que le lysozyme qui a été utilisé en supplément de

I’a-chymotrypsine pour 1’étude du systeme en multi-constituants.

II1.1.2.1 a-chymotrypsine

L’a-chymotrypsine (notée aChy) est une enzyme qui peut étre utilisée en tant que
protéine modele en chromatographie d’échange d’ions, de par sa petite taille et sa bonne
stabilité (Xu et Glatz, 2009; Zhao et al., 2012; Huuk et al., 2014). C’est plus particulie-
rement une protéase digestive présente dans le pancréas qui catalyse les protéolyses. Elle
est tout d’abord synthétisée sous forme de chymotrypsinogene, qui est inactive et stockée
dans le pancréas. Son activation suite a plusieurs hydrolyses forme la chymotrypsine, qui
devient une protéine globulaire compacte composée de trois chaines reliées par deux ponts
disulfures. Il existe deux formes de I'aChy, A et B, qui possedent 80% de similitudes mais
ont des propriétés différentes comme par exemple le pH isoélectrique (pl). C’est la forme
A qui a été utilisée dans cette these.

Dans sa forme monomérique, I’aChy est composée de 241 acides aminés et possede une
masse moléculaire d’environ 25,6 kDa. Son point isoélectrique se situe aux alentours de
8,3 (Laskowski, 1955), ce qui signifie que la protéine est globalement de charge positive
a des pH inférieurs a cette valeur. Il a été montré que 'aChy a tendance a former un
dimere dans des conditions particulieres de force ionique et de pH (Aune et Timasheft,
1971; Aune et al., 1971). En effet, les conditions les plus favorables & sa dimérisation sont
un pH de 4 et une concentration en sel supérieure a 100 mM. Afin de s’assurer que la
protéine reste bien sous sa forme monomérique, une analyse de sa taille moléculaire sera
ultérieurement effectuée dans les conditions de travail étudiées.

L’aChy utilisée dans les expériences est une enzyme commerciale issue du pancréas
bovin (Sigma C-4129, pureté > 85%). Conditionnée sous forme de poudre, elle a été

utilisée sans aucune purification préalable.

I11.1.2.2 Lysozyme

Le lysozyme est une protéine globulaire présente chez de nombreuses especes d’animaux.
Il se trouve essentiellement dans le blanc d’ceuf. Cette protéine, qui est également une
enzyme capable de lyser des bactéries est impliquée dans la défense contre les infections
bactériennes. Elle est de taille relativement petite : elle possede une chaine principale
composée de 129 acides aminés et sa masse moléculaire est de 14,3 kDa. Du fait de sa
taille et de son abondance, elle est peu onéreuse sous sa forme purifiée et est I'une des plus

utilisée dans la littérature dans I’étude des systemes en échange cationique. En effet, son
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point isoélectrique haut, égal a 11,3, fait qu’elle se sépare tres bien par chromatographie
d’échange d’ions et des puretés assez élevées peuvent étre atteintes.

Dans cette étude, le lysozyme utilisé provient de chez Sigma (L-6876, pureté > 90%)
et correspond au lysozyme dit de type C que 'on trouve dans le blanc d’ceuf de poule.
Comme pour I'aChy, la protéine est conditionnée sous forme de poudre et a été utilisée

sans aucune purification préalable.

TABLEAU II1.2 — Tableau récapitulatif des principales propriétés de I’a-chymotryspine et du

lysozyme.
Propriétés a-chymotrypsine Lysozyme
Masse moléculaire 25,6 kDa 14,3kDa
Acides aminés (chaines) 241 (3) 129 (1)
Point isoélectrique (pI) 8,3 11,3
Référence Sigma C-4129 L-6876
Pureté >85% =290 %

II1.1.3 Solutions tampons

Le choix de la solution tampon lors de 1’échange d’ions détermine le succes de la sépara-
tion car ce sont ces solutions qui conditionnent le pH et la force ionique de fonctionnement.
En effet, la stabilité et la charge des protéines en sont dépendantes.

En échange d’ions, les concentrations en ions ne doivent pas étre trop élevées car
cela induit une augmentation de la force ionique. Plus la force ionique en solution est
importante et moins la force de liaison entre la protéine et le support chromatographique
est grande. Il est donc important de trouver un compromis entre force ionique suffisante
pour maintenir I'effet tampon, mais pas trop élevée pour ne pas inhiber la séparation.

Il existe un grand nombre de solutions tampons utilisées en chromatographie d’échange
d’ions. Dans cette these, deux pH différents seront étudiés : pH 5 et pH 7. A pH 5, la
solution tampon choisie est un tampon citrate, composé de citrate de sodium (ou citrate
trisodique) et de son acide conjuguée, l'acide citrique (pKa; = 3,13 ; pKay = 4,76 ; pKa; =
6,40) selon le protocole par Gomori (1955). La solution est préparée en pesant exactement
les masses nécessaires pour atteindre le pH voulu. Si besoin, le pH est réajusté par ajout

d’acide ou de base en contrélant sa valeur a l'aide d’'un pHmetre. Dans ce tampon, 1’ion
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positif qui va venir neutraliser le support chromatographique est 'ion sodium Nat. A
pH 7, pour obtenir un pouvoir tampon important, d’autres tampons comme les tampons
a base de phosphate sont couramment utilisés. Le critére principal pour le choix de la
nouvelle solution tampon est la présence de I'ion Na™ et une force ionique similaire. Ainsi,
a pH 7, le tampon choisi est un tampon phosphate composé de dihydrogénophosphate de
sodium (NaHsPOy,) et d’hydrogénophosphate de sodium (NagHPO,) selon le protocole
par Sgrensen (Gomori, 1955). Afin de conserver exactement la méme quantité d’ions
sodium entre les deux tampons, un peu de NaCl est ajouté par la suite au tampon

phosphate afin de réajuster la concentration.

Ici, la quantité d’ions Na™ est souhaitée identique entre les deux solutions tampons.
Néanmoins, cela ne veut pas dire que la force ionique de ces deux solutions soit la méme.

La force ionique d’une solution, notée I, est définie comme :

I— ; S22 (I11.2)

avec C; la concentration molaire de 'ion 7 et z; sa valence. Ainsi, une solution tampon
citrate 50 mM a pH 5 sans ajout de NaCl possede une force ionique égale a 0,22 M alors
qu’une solution tampon phosphate 50 mM a pH 7 avec ajout de 0,018 M de NaCl possede

une force ionique égale a 0,13 M.

Tous les sels utilisés pour les expériences proviennent de chez Sigma et possedent une
qualité analytique. Toutes les solutions tampons sont préparées par dilution dans de 1’eau

ultra-pure.

I11.2 Meéthodes analytiques pour la quantification de

protéines

De nombreuses méthodes d’analyse ont été mises au point afin de doser les protéines
(Noble et Bailey, 2009; Grotefend et al., 2012). Parmi elles, il existe (i) des méthodes glo-
bales non sélectives, ou la concentration en protéines totale est mesurée ; (ii) des méthodes
plus spécifiques visant a doser différentes protéines dans un milieu, le plus souvent par
des méthodes séparatives. Dans cette section seront présentées uniquement les méthodes
d’analyse utilisées dans le cadre de la these, a savoir la spectrophotométrie UV-visible,

I’HPLC-SEC et la mesure de I'activité enzymatique.
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II1.2.1 Analyse par spectrophotométrie UV-visible

L’une des méthodes les plus simples a mettre en ceuvre est la lecture directe de 1’ab-
sorbance en UV d’une solution de protéines. Les acides aminés tryptophane (Trp) et
tyrosine (Tyr), ou plus spécifiquement leurs cycles aromatiques, absorbent fortement les
ultra-violets a une longueur d’ondes de 280 nm. Il est donc possible de déterminer la

concentration en protéines en solution en mesurant I’absorbance a 280 nm.

Les avantages de cette méthode sont sa simplicité et sa rapidité de mise en oceuvre.
C’est également une méthode non destructive car ’échantillon n’est pas altéré lors de la
mesure. En revanche, il est nécessaire de connaitre le coefficient d’extinction de la protéine
et/ou d’effectuer une courbe d’étalonnage a partir de solutions de protéines pures et de
concentrations connues. Cette méthode est également non sélective et ne permet pas de
connaitre les concentrations de chacune des protéines, mais uniquement la concentration
globale. Elle est donc utilisée principalement dans I'analyse de systémes mono-protéine.
Le dernier inconvénient a prendre en compte est la possible interférence avec d’autres
composés absorbant également a 280 nm (ou a longueurs d’ondes proches), comme les

acides nucléiques qui absorbent les UV a 260 nm.

QUANTIFICATION DE L’a-CHYMOTRYPSINE

L’absorbance en laboratoire a été mesurée a l'aide d’un spectrophotometre a double
faisceau de type JASCO V630. Des cuves en quartz macroscopiques (2,5 mL), préalable-
ment rincées avec la solution a analyser avant chaque mesure, ont également été utilisées.
Enfin, chaque mesure correspond a la moyenne de trois valeurs mesurées a 5 secondes

d’intervalle.

La courbe d’étalonnage de ’aChy, permettant de relier 'absorbance a 280 nm a sa
concentration, a été réalisée pour une gamme de concentration allant de 0,1 a 1 g/L,
dans un tampon citrate 50 mM a pH 5. La solution mere d’aChy a été préparée a partir
de la protéine sous forme solide et purifiée de chez Sigma. Un spectre d’absorbance de
la solution a été réalisé en amont afin de s’assurer qu’il n’y ait pas d’autres especes
susceptibles d’interférer le signal. Ainsi, la concentration en aChy (Cacpny) peut étre

exprimée selon Iabsorbance a 280 nm (ou densité optique D.O.) :

D.0. = 2,1893.Cocny (R = 0,9999) (111.3)

avec Cycpy exprimée en g/L.
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QUANTIFICATION DU LYSOZYME

Le lysozyme a été quantifié par UV-vis de la méme maniere que 1’aChy, pour une
gamme de concentration allant de 0,1 a 1 g/L. Sa relation entre concentration et absor-

bance & 208 nm est :

D.O. = 2,3768.CLs (R* = 0,9998) (I11.4)

avec Cf,, exprimée en g/L.

II1.2.2 Analyse par HPLC-SEC

La chromatographie d’exclusion de taille (ou Size Exclusion Chromatography) est une
technique de séparation de molécules basée sur la différence de taille. Cette technique
permet donc de séparer les protéines contenues dans une solution en fonction de leur
taille et donc de leur masse moléculaire ; il est ainsi possible de les identifier, a condition
de connaitre au préalable la masse moléculaire des différentes protéines et de faire un
étalonnage de la colonne. Lors du passage d’une solution dans une colonne remplie d'un
gel approprié, les molécules de grande taille vont étre exclues des particules et sortiront
les premieres a un volume d’élution V), soit le volume mort de la colonne. A I'inverse, les
plus petites molécules vont pénétrer a 'intérieur des pores du gel et sortiront les dernieres
a un volume d’élution V7, soit le volume total du liquide dans la colonne (intra- et inter-
particulaire). En sortie de colonne, la concentration en protéine est monitorée via un
détecteur UV en ligne. Ainsi, le signal obtenu permet d’identifier les volumes de rétention
de chacune des protéines de la solution, les volumes dépendant directement de leur poids
moléculaire. En plus de permettre I'identification de protéines, cette technique permet

également d’en déterminer la quantité en mesurant la surface des pics apres étalonnage.

DISPOSITIF EXPERIMENTAL ET PROTOCOLE

Lors des expériences, une colonne Superdex 75 Increase 10/300 GL (GE Healthcare) a
été utilisée et connectée a un systéme Akta Purifier (GE Healthcare), selon le schéma de
principe représenté sur la Figure II1.1. Le systéeme permet I'automatisation des mesures et
possede deux pompes permettant de régler finement le débit, un injecteur pour introduire
la solution a analyser, un capteur de pression, un conductimetre en ligne ainsi qu’un

détecteur UV. Le systeme est connecté a un ordinateur et I'acquisition des données se
fait via le logiciel Akta UNICORN 5.11.
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Fi1GURE III.1 — Schéma de principe d’un systeme analytique HPLC-SEC.

Lors d’une analyse HPLC-SEC, la solution a analyser est injectée manuellement a 1'aide
d’une seringue dans une boucle d’injection (100 pL), qui est ensuite transportée dans la
colonne grace a un débit de solution tampon citrate 50 mM pH 5 (phase mobile), fixé a 0,8
mL/min. La colonne est préalablement équilibrée avec cette méme solution tampon, qui
a été filtrée sur Biichner avec des membranes en cellulose (seuil de coupure de 0,45 pm).
De méme, tous les échantillons sont préalablement filtrés avec des filtres seringue a base
de cellulose régénérée (seuil de coupure de 0,45 pm) afin de ne pas obstruer la colonne
avec des impuretés. Afin de pouvoir identifier les protéines sur les chromatogrammes,
il est également nécessaire de réaliser au préalable une courbe d’étalonnage. Pour cela,
une solution de plusieurs protéines globulaires de masse moléculaires connues est injectée
dans la colonne, et le volume d’élution pour chacune d’elles est relevé. La courbe d’étalon-
nage est présentée en Figure II1.2 et permet ainsi de connaitre le volume d’élution d’une

protéine quelconque a partir de sa masse moléculaire.

QUANTIFICATION DE L’a-CHYMOTRYPSINE

Les solutions d’aChy précédemment préparées pour la courbe de calibration UV-vis, de
concentrations connues, sont réutilisées afin de réaliser la courbe de calibration de 'HPLC-
SEC. Selon la Figure II1.2, le volume d’élution de 'aChy est de 12,7 mL. Pour chaque
échantillon, I'aire du pic est mesurée grace au logiciel UNICORN et la concentration en

protéine en fonction de 'aire du pic peut étre décrite selon la relation :
Aire = 200, 74.Cocny (R* = 0,9996) (IIL.5)

avec Cycpy exprimée en g/L.
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F1GUre II1.2 — Courbe d’étalonnage de la colonne Superdex 75 Increase 10/300 GL, représen-
tant la masse moléculaire des protéines en fonction de leur volume d’élution.

Comme expliqué précédemment dans le paragraphe I11.1.2.1, 'aChy, comme la plupart
des protéines, peut former un dimere dans des conditions particulieres de pH, de tempé-
rature et/ou de force ionique. Dans cette étude, le pH de travail sera fixé a 5, qui est
un pH suffisamment éloigné du pl de la protéine, mais qui reste différent du pH de di-
mérisation. Afin de s’assurer que 'aChy est bien présente majoritairement sous sa forme
monomérique lors des expériences, des analyses HPLC-SEC préalables ont été réalisées.

Le dimere de ’aChy possede une masse moléculaire de 51,2 kDa. Ainsi, le dimere peut
étre identifié par analyse HPLC-SEC d’un échantillon dans les conditions opératoires
requises. Selon la courbe d’étalonnage tracée sur la Figure I11.2, une molécule d’environ
50 kDa devrait étre éluée a un volume égal a 10,8 mL, alors que la forme monomérique
de 'aChy est éluée a un volume de 12,7 mL.

La Figure I11.3 représente les chromatogrammes issus des analyses HPLC-SEC de deux
solutions d’aChy : (i) la premiere solution est composée d’'un tampon citrate a pH 5 a
laquelle est ajouté 50 mM de NaCl et (ii) la deuxieme solution contient 200 mM de NaCl.
Les deux solutions contiennent la méme quantité de protéine (environ 1 g/L). Sur ces
deux chromatogrammes, il y a un grand pic dont le volume d’élution correspond bien au
monomere de I'aChy. Il faut également noter qu’il existe un léger décalage entre les deux
pics : en effet, il a été montré (Hong et Fountain, 2011) que la présence de sel en solution
peut modifier le comportement des protéines et ainsi conduire a différents temps de
rétention au sein de la colonne. Il est visible ici que plus la force ionique augmente et plus

le volume d’élution augmente également. Dans des cas d’analyses de solutions complexes,
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afin d’identifier correctement les protéines, il faudrait réaliser une courbe d’étalonnage
avec une force ionique comparable & celle de la solution a analyser. Cependant, dans notre
cas, cela n’est pas nécessaire car les volumes restent proches et la solution est assez pure

pour que l'identification des protéines soit possible.

Sur le deuxiéme chromatogramme de la Figure 111.3 (Cpyuc; = 200 mM), un petit pic
apparait pour un volume d’élution légérement inférieur a 11 mL : ce pic pourrait cor-
respondre au dimere de I’aChy. En effet, cette protéine est le seul composé en solution
pouvant absorber les UV a 280 nm. La présence de pic confirme probablement la dimé-
risation de 'aChy. En revanche, la quantité de dimere en solution est tres largement
inférieure a la quantité de monomere, la différence relative entre les aires de ces pics étant
seulement de 2 %. Dans les expériences, la concentration la plus forte utilisée lors de la
mesure des isothermes sera de 100 mM NaCl. Il n’est donc pas aberrant de considérer
que 'aChy est présente sous sa forme monomérique en solution, car dans ces conditions
de pH et de force ionique, la quantité de dimere est négligeable. En conclusion, seule la

forme monomérique de I’aChy sera considérée lors des mesures des isothermes.
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F1Gure II1.3 — Chromatogrammes HPLC-SEC de deux solutions d’a-chymotrypsine a pH 5 et
a des concentrations en NaCl de 50 et 200 mmol/L.
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QUANTIFICATION DU LYSOZYME

Le lysozyme a été quantifié par HPLC-SEC de la méme maniéere que I’a-chymotrypsine.

Son volume d’élution est égal a 14,2 selon la Figure II1.2. Sa relation entre concentration

et aire du pic est :

Aire = 277,61.01,, (R* = 0,9967) (I11.6)

avec Cp,s exprimée en g/L.

ANALYSES EN SYSTEME BI-PROTEINES

En systéeme multi-constituants, il est nécessaire de choisir une méthode permettant la
différenciation des protéines en solution, au préalable a leur quantification. Une méthode
comme la spectroscopie UV n’est donc pas applicable car elle ne permet la mesure que
d’une quantité globale de protéine sans aucune distinction. La méthode analytique la
plus utilisée dans des cas de solutions multi-protéines est 'HPLC-SEC, car, comme déja

présenté, c’est également une méthode séparative.

La séparation étant basée sur la différence de taille entre les protéines, il faut s’assurer
en premier lieu que les pics soient bien résolus et bien séparés afin de pouvoir correctement
les analyser, le lysozyme et I’a-chymotrypsine possédant des masses moléculaires plutot
proches (cf. Tableau I11.2). La Figure I11.4 montre un chromatogramme issu d’une analyse
d’un échantillon contenant environ 2 g/L de chacune des deux protéines. Les deux pics
sont bien séparés et la concentration de chacune des protéines peut donc étre estimée
selon les équations II1.5 et I11.6, déterminées selon une calibration effectuée a partir de la
solution mere contenant 2 g/L de chaque protéine. Le facteur de résolution Ryprc peut

étre calculé selon I'équation II1.7 et est égal a 1,8.

try — ty
Ryppe = 22— (IIL.7)

w1 + wa

avec t,; les temps (ou volumes) de rétention de chaque protéine i et w; les largeurs des pics.

En général, les pics sont considérés comme bien résolus lorsque Ryprc est supérieur a
1,5, ce qui est le cas ici. Toutefois, méme si les pics sont bien résolus, le pic correspondant
au lysozyme présente une trainée et de petits pics apparaissent a des volumes d’élution
proche du volume total de la colonne. De ce fait, il est un peu plus compliqué de déterminer
correctement la concentration du lysozyme que de I'aChy. Afin de permettre une bonne

reproductibilité des analyses, la ligne de base pour le calcul des intégrales des pics est
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FIGURE I11.4 — Chromatogramme HPLC-SEC d’une solution contenant 2 g/L de lysozyme
(Véiution=15,15 mL) et d’a-chymotrypsine (Veution=12,62 mL).

remise a zéro a chaque fois et les bornes pour I'interprétation du pic sont fixées a 14,66

et 16,90 mL, imposées par les caractéristiques de la colonne utilisée.

II1.2.3 Activité enzymatique

Les enzymes peuvent étre caractérisées grace a leur activité, c¢’est-a-dire leur capacité a
catalyser une réaction. Mesurer I'activité enzymatique permet non seulement de vérifier
si une enzyme est toujours active, mais également d’en estimer la quantité. Cela permet
entre autres de quantifier la protéine sous sa forme native. Cette activité est exprimée en
unité arbitraire notée U qui correspond a la quantité nécessaire d’enzyme pour convertir
1 pmol de substrat en une minute. Il existe des conditions optimales de pH et de tem-
pérature pour lesquelles I'activité est la plus élevée. Ce sont dans ces conditions que la

mesure d’activité enzymatique se déroule.

En pratique, la cinétique de la réaction suit la loi de Michaelis et Menten, qui exprime
la vitesse stationnaire initiale de la réaction en fonction de la quantité de substrat initiale
(voir Figure II1.5.a). La constante K, correspond a la quantité de substrat pour laquelle la
vitesse est égale a la moitié de la vitesse maximale. Afin de calculer I’activité enzymatique,
le but sera de mesurer la vitesse maximale de la réaction. Celle-ci est atteinte lorsque
'enzyme est en présence d'une concentration en substrat dite saturante (concentration
tres grande pour laquelle [Sy] > K)). Ainsi, dans des conditions de pH, température et

[So] optimales, la méthode utilisée ici (méthode cinétique) consiste a suivre 1’évolution de
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FIGURE IIL5 - (a) Représentation de la courbe de Michaelis-Menten et (b) courbe de I’évolu-
tion de la concentration de para-nitrophenol, représentative de I’évolution de la
réaction, en fonction du temps.

la réaction au cours du temps (voir Figure I11.5.b). La vitesse maximale est ainsi mesurée

lors des premieres minutes de la réaction, dans la zone linéaire de la courbe.

Dans la littérature, la mesure de l'activité de I'a-chymotrypsine a déja été étudiée
(Abuin et al., 2011; Verma et Ghosh, 2013) et les conditions optimales de pH, température
et [Sp] ont déja été définies. Le substrat utilisé dans ce protocole est le para-nitrophenyl
acetate (pNPA), qui possede 'avantage de former du para-nitrophenol (pNP). En effet, le
pNP est de couleur jaune et sa concentration peut aisément étre mesurée directement par
spectrophotométrie visible a 405 nm. Sa courbe d’étalonnage est préalablement établie

et son coefficient d’extinction est égal a 14200 L.mol~t.cm™?, soit :

D.O. = 14200.C,np (R* = 0,9994) (TI1L.8)

avec Cpyp exprimée en mol/L.

L’activité de I'a-chymotrypsine a été mesurée en suivant la conversion du substrat
pendant 5 minutes a 20°C a partir du protocole de Verma et Ghosh (2013). 20 nL. d’une
solution d’enzyme a été mélangé avec 290 pl. d’une solution de pNPA (7,3 mg dans
10 mL d’éthanol pur) et 2,69 mL de solution tampon Tris-HCI (100 mM, pH 7,75). La
production de pNP a été monitorée en mesurant I’absorbance a 405 nm dans une cuve
macroscopique et a ’aide d’un spectrophotometre JASCO V630 UV-vis. Afin d’exprimer

'activité en fonction de la quantité d’enzyme (U/gacny), la concentration de la solution
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d’enzyme a été préalablement mesurée par la méthode spectroscopie UV. Au final, en

tenant compte de sa définition, 'activité enzymatique se calcule selon :

Umaz X Lﬁ4R x 1000

A—
14, 2 X VE X CaChy

(I11.9)

avec !

- A Tlactivité enzymatique en U/gacny

- Umae la vitesse maximale de la réaction en min~*

Varr le volume du milieu réactionnel en L

Vg le volume de solution d’enzyme en L

- Cucny la concentration d’enzyme en solution en gocpy /L

II1.3 Détermination des isothermes

II1.3.1 Expériences en batch

II1.3.1.1 Protocole expérimental

Une isotherme d’adsorption permet de décrire I'état d’équilibre d’un soluté en présence
d’un solide et sa répartition entre la phase liquide et la phase solide (ici, la résine échan-
geuse d’ions). Ce protocole décrit la mesure des isothermes au moyen d’expériences en

systeme fermé dit en batch.

Une masse connue de résine conditionnée mp est introduite dans un tube, puis mise en
contact avec une solution de protéine, de volume V et de concentration Cy. En général,
plusieurs tubes sont préparés en parallele, chacun contenant des ratios liquide/solide
différents. Les essais sont réalisés en duplicata (ou triplicata). Au préalable, la résine
(initialement stockée dans de I’éthanol a 20%) est rincée a I’eau ultra-pure puis équilibrée
avec le tampon. La résine est ensuite filtrée sur Biichner a 'aide d’une pompe a vide
avant d’étre utilisée dans les tubes. L’humidité de la résine est mesurée a ce moment-la
(cf paragraphe II1.1.1). La solution de protéine est préparée a partir de protéine purifiée
sous forme de poudre et dissoute dans du tampon. Cette solution est également filtrée
sur Biichner, sur membrane avec des pores de 0,45 pm. De maniere générale, toutes les
solutions en contact avec la résine sont filtrées avant utilisation.

Une fois la solution introduite dans les tubes, ces derniers sont mis a ’agitation pendant
une certaine durée (entre 2 et 8h selon le systeme) afin d’atteindre ’état d’équilibre. Une

fois cet état atteint, le surnageant est prélevé et la concentration en protéine C' est mesurée
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par spectrophotométrie UV a 280 nm. Ainsi, la quantité de protéine fixée sur la résine ¢

peut étre calculée par bilan de matiere :

¢= (Co— C>VVR (IIL.10)
avec Vg le volume de la résine, calculé a partir de la masse volumique de la résine humide
égale a 1,131 g/mL (Pyle, 2012), Cj la concentration en protéine initiale et V' le volume
de solution.

Ce protocole peut également étre appliqué pour un systeme multi-protéines. Dans ce
cas, la solution introduite dans les tubes est préparée a partir d’'un mélange des protéines
étudiées, et dont la concentration de chacune sera préalablement mesurée. La manipula-
tion reste identique, il n’y a que la méthode d’analyse du surnageant qui change. En effet,
une analyse HPLC-SEC sera privilégiée car elle permet de séparer les molécules avant

leur quantification.

IT1.3.1.2 Isothermes de I’a-chymotrypsine obtenues en batch a pH 5

Les isothermes d’adsorption de 'aChy a pH 5 ont tout d’abord été réalisées en batch.
Lors de cette expérience, une seule force ionique a été étudiée, soit 1’équivalent d’une solu-
tion tampon citrate 50 mM sans ajout de NaCl (I = 0,22 M). La Figure I11.6 montre deux
isothermes, réalisées dans des conditions similaires & quelques jours d’intervalle. Seule la
concentration initiale en protéine est différente car il est difficile d’obtenir des solutions
de départ avec exactement les mémes concentrations. Pour le reste, les expériences ont
été réalisées selon le protocole décrit dans le paragraphe II1.3.1 et dans les conditions
décrites dans le Tableau III.3.

TABLEAU II1.3 — Conditions opératoires pour la détermination des isothermes d’adsorption de
I’a-chymotrypsine sur la SP Sepharose FF par la méthode en batch, a T =
21°C, pH 5 (tampon citrate 50 mM) et Cnoc; = 0 mM.

Conditions Essai n°1 Essai n°2
Concentration initiale protéine 0,85g/L 1,15¢g/L

Volume de solution dans chaque 5 mL 5 ml

tube

Masse de résine dans chaque tube 0,01 2 0,50 g (humide) 0,01 20,65 g (humide)

Ratio protéine/résine 0,009 a 0,425 0,012 40,575
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FIGURE II1.6 — Isothermes d’adsorption de I’a-chymotrypsine sur la SP Sepharose FF obtenues
par la méthode en batch, & pH 5 (tampon citrate 50 mM) et Cyac; = 0 mM.

Malgré des conditions opératoires similaires, les deux isothermes présentent un léger dé-
calage alors qu’elles devraient théoriquement se superposer. Ce résultat peut étre expliqué
de plusieurs fagons, la premiere étant les incertitudes de mesure. En effet, lors de telles
manipulations, les masses de résine introduites dans les tubes peuvent étre extrémement
faibles (environ 0,01 g). Malgré I'utilisation d’une balance de précision (a 0,0001 g), une
faible valeur mesurée induit une incertitude tres grande et peut impacter grandement le
résultat final. A ces incertitudes sur la masse peuvent s’ajouter également les incertitudes
de mesure liées a la lecture par spectrophotométrie UV, qui sont difficilement quanti-
fiables, ou encore a la lecture des volumes lors de la préparation des solutions. De plus,
la quantité de protéine adsorbée ¢ est exprimée par volume de résine, ce qui nécessite
la conversion de la masse de résine en volume. Or, si la masse de résine seche ne varie
pas, le volume peut varier en fonction de la teneur en eau contenue dans celle-ci. Ainsi,
I’humidité de la résine a été mesurée a chaque expérience et les isothermes ont également
été étudiées en prenant en compte ¢ exprimé par masse de résine seche. Cependant, le
méme décalage est observé entre les deux isothermes, ce qui tend a confirmer qu’il existe
des incertitudes de mesures difficilement quantifiables lors de ces expériences en batch, et

qui sont indépendantes de I'incertitude sur le volume de la résine.

Il faut également noter que les points des isothermes pour une concentration supérieure
a 0,4 mg/mL environ correspondent aux échantillons possédant de tres faibles masses de
résine. Or, ce sont bien sur ces points-la pour lesquels il y a une forte dispersion des
résultats, ce qui confirme le fort impact des incertitudes de mesure. A I'inverse, pour des

concentrations inférieures a 0,4 mg/mL, les points semblent plus reproductibles dune
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expérience a l'autre. Il est cependant important de souligner les limites que peut imposer
l'utilisation de la méthode en batch. Lors des expériences, dans chaque échantillon (ou
tube) contenant des ratios liquide-solide différents, un état d’équilibre est atteint. Or, il
peut arriver que les conditions finales ne soient pas exactement les mémes dans chaque
tube, et en particulier la force ionique qui peut varier selon la quantité d’ions échangée.
De ce fait, les points mesurés, bien que représentatif d’'un état d’équilibre, n’appartiennent
pas forcément a la méme isotherme car les conditions de chaque échantillon ne sont pas
strictement identiques. Il peut également arriver que des variations de pH soient observées,
mais ce phénomene reste tres limité grace a 'utilisation de solutions tampons.
Indépendamment de ces isothermes, des essais en batch ont été réalisés dans les mémes
conditions avec deux concentrations initiales bien plus grandes afin de vérifier si un pla-
teau était atteint (comme dans le cas d’une isotherme de Langmuir). Il faut toutefois
noter que les masses de résine dans les tubes restent tres petites afin de pouvoir aug-
menter le ratio solide-liquide et ainsi représenter les derniers points de l'isotherme. Les
résultats obtenus sont présentés dans le Tableau II1.4 ou chaque point a été réalisé trois

fois, puis moyenné.

TABLEAU II1.4 — Expériences en batch correspondant & l’essai n°3 : points de l'isotherme a
hautes concentrations initiales en protéine, & pH 5 (tampon citrate 50 mM) et

Cnact = 0 mM.
C,=1,71g/L C,=2,60g/L

Ratio protéine/résine 0,53 (moyenne) 0,92 (moyenne)

C(g/L) q (g/L) C(g/L) q (g/L)
Répétition n°l 1,55 74,84 2,40 87,70
Répétition n°2 1,46 76,02 2,38 89,29
Répétition n°3 1,45 75,81 2,33 89,89
Moyenne 1,49 75,56 2,37 88,96
Ecart type 0,06 0,63 0,04 1,13

Si l'on représente ces deux points sur le méme graphique que les isothermes (Figure
I11.6, représentés par des cercles vides), il semblerait qu’il n’y ait plus de forte évolution de
la masse adsorbée et que I'isotherme présente bien une forme favorable de type Langmuir.
Cela signifie en pratique que la résine est saturée et ne dispose plus de sites disponibles
pour I'adsorption car malgré I’ajout de protéine en solution, la quantité de protéine au sein

de 'adsorbant n’augmente que trés peu. Ainsi, au regard de ces isothermes, la capacité

67



68

ETUDE EXPERIMENTALE

maximale de la résine est de 'ordre de 90 mg/mL, pour 'aChy et dans ces conditions de

travail.

En conclusion, I’aChy présente une bonne affinité avec la résine SP Sepharose FF a
pH 5, les isothermes étant de type favorable. En revanche, les incertitudes de mesure
liées a la méthode induisent une forte dispersion dans les résultats et les différents essais
montrent que les résultats ne sont pas tres reproductibles. Ainsi, la seconde méthode dite
en colonne a été mise en place afin de déterminer les isothermes d’adsorption, qui permet

de représenter plus précisément 1’état d’équilibre entre la protéine et la résine.

I11.3.2 Expériences en colonne

II1.3.2.1 Protocole expérimental

Une autre méthode pour la détermination d’isothermes d’échange consiste a travailler
en systeme ouvert sur colonne (lit fixe) en déterminant des courbes de percées. Lorsqu'une
colonne est alimentée en continu par une solution de protéine, il est possible de suivre
I’évolution de la concentration en sortie de colonne en fonction du temps (ou du volume
passé) : la courbe obtenue est appelée courbe de percée (voir Figure I11.7). Elle représente
le front de concentration de la protéine dans la colonne et permet de voir le moment de

la percée pour lequel la résine commence a ne plus retenir totalement la protéine.

En pratique, lors d’une étape de purification, 'alimentation est stoppée lorsque la
concentration en sortie atteint environ 5 a 10% de la concentration d’alimentation afin de
ne pas perdre trop de protéine. Lors de la mesure d’une courbe de percée, I’alimentation
est maintenue jusqu’a l'apparition d'un plateau, correspondant au moment ou la concen-
tration en sortie est égale a la concentration d’alimentation. Lorsque cet état est atteint,
il y a un état d’équilibre entre la résine et la solution d’alimentation de concentration Cj.
Dans un diagramme C'/Cy = f(V'), I'aire entre la courbe et la ligne pour laquelle C' = Cj
correspond a la fraction de protéine alimentée qui a été retenue et est donc calculée par
bilan de matiere. Ainsi, une courbe de percée obtenue avec une concentration d’alimen-
tation donnée C' correspond a un point d’équilibre sur une isotherme d’adsorption, la
quantité de protéine fixée sur la résine ¢ pouvant étre calculée grace a la courbe. En
réalisant plusieurs courbes de percées a des concentrations d’alimentation différentes, il
est donc possible de tracer une isotherme complete.

Ce processus demande plus de temps et de matiere premiere que la méthode en batch,
mais il est aussi plus représentatif de 1’équilibre. En effet, la résine est en équilibre avec
une solution d’alimentation bien connue, et ainsi la concentration en ions et le pH sont
bien définis pour tous les points de l'isotherme. La méthode en batch est également

limitée par le fait que les ratios protéine/solide soient fixés dans chaque tube. De plus,
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Volume

FIGURE II1.7 — Représentation d’une courbe de percée, exprimée en fonction du volume passé
a travers la colonne.

les conditions finales, et notamment la force ionique, ne sont pas forcément les mémes du
fait de I’échange d’ions. En revanche, cette méthode en colonne est limitée par la mesure
de la concentration en protéine, qui se fait en ligne via un détecteur UV. En pratique, il
est difficile d’atteindre des concentrations supérieures & 1 g/L car le signal se retrouve
saturé. Une solution pourrait étre par exemple d’implémenter un systeme de dilution en
sortie de colonne.

Le protocole appliqué lors des expériences est le suivant. Une colonne HiTrap SP FF
(GE Healthcare) de 1 mL est connectée au systéme Akta Purifier. Une colonne de petit
volume est préférable pour ce type de manipulation afin de réduire au maximum la durée
de I'expérience et la quantité de protéine a utiliser. La colonne est tout d’abord lavée avec
environ 5 volumes de colonne (CV) d’eau ultra-pure, puis équilibrée avec au minimum
3 CV de solution tampon de travail. En parallele, la solution de protéine est préparée
en mélangeant une certaine quantité de protéine commerciale avec la solution tampon
de travail, puis filtrée sur Biichner. La solution est ensuite chargée en continu dans la
colonne a un débit de 1 mL/min et la concentration en sortie est mesurée via le détecteur
UV en ligne. La méthode est gérée grace au logiciel UNICORN et la manipulation est
arrétée lorsque la concentration en sortie ne varie plus.

Afin d’économiser la matiere premiere, la colonne n’est pas éluée directement apres la
premiere charge et une nouvelle solution de protéine plus concentrée que la précédente est
injectée. Il s’agit d’un fonctionnement par palier, ou la concentration d’alimentation est
de plus en plus forte afin de saturer a chaque fois un peu plus la résine. Ainsi, la colonne
continue d’étre chargée jusqu’au prochain équilibre qui sera plus rapidement atteint. Lors
des calculs de bilans matiere pour la détermination de la capacité g, il faudra donc prendre

en compte la quantité de protéine fixée lors de la (ou des) précédente(s) charge(s). A la fin
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des expériences, la colonne est éluée avec une solution tampon contenant 1 M de chlorure
de sodium.

L’analyse des courbes de percée a été réalisée sur le logiciel MS Excel. La méthode des
trapezes a été appliquée afin de déterminer I'aire entre la courbe et la ligne C' = Cj. Une
calibration a également été réalisée afin de convertir 'absorbance en concentration de

protéines. Finalement, la quantité de protéine retenue ¢ dans la résine est calculée selon :

Cox (Vp = V,) = [y C.dV
= A

q (I11.11)
avec q en g/L, Cy la concentration d’alimentation en g/L, Vr le volume total passé dans
la colonne, V, le volume poreux et Vz le volume de lit de résine. Il est en effet nécessaire
de ne pas tenir compte du volume poreux V), de la colonne dans le calcul de la masse de
protéine retenue, car elle reste uniquement dans ce volume sans étre retenue par la résine.

Le calcul de ce volume fera l'objet du paragraphe suivant.

I11.3.2.2 Distribution de temps de séjour (DTS) de la colonne

Comme indiqué précédemment lors de 'analyse des courbes de percée, il est plus ri-
goureux de ne pas considérer le volume mort (ou poreux) de la colonne pour le calcul de
q. Pour cela, mais également dans le but de vérifier le bon état de package de la colonne,
une caractérisation préalable de I’écoulement dans la colonne est nécessaire via une me-
sure de la distribution des temps de séjour (DTS). Pour caractériser cet écoulement, un
traceur est injecté a 'entrée de la colonne et sa réponse en sortie est mesurée. Il doit
s’agir d’une molécule facilement mesurable en ligne et inerte, c¢’est-a-dire qu’elle ne doit
pas interagir avec I’absorbant afin de représenter uniquement I’écoulement dans les pores.
Il faudrait idéalement que le traceur soit de la méme taille que la protéine afin d’étre dans
les mémes conditions du point de vue du phénomeéne d’exclusion de taille. Il peut donc
étre intéressant de travailler avec la protéine (I’a-chymotrypsine) dans des conditions de
non rétention (forte force ionique ou pH égal au pl par exemple).

L’injection lors de la mesure de la DTS peut se faire de deux maniéres : par impulsion
ou par échelon. Ici, la détermination de la DTS a été réalisée a partir d’un échelon positif
en entrée de colonne. Comme expliqué plus tard dans la partie 1I1.3.2.3, une courbe de
percée de I'aChy en présence de 400 mM de NaCl a été réalisée et I’élution a montré que
la protéine ne s’était pas fixée sur la résine a cause de la forte salinité. Ainsi, c’est cette
courbe de percée qui a été utilisée afin de déterminer la DTS de la colonne, la molécule
n’ayant pas interagi avec la résine. Il est également possible d’effectuer un échelon de
conductivité car cela est facilement mesurable en sortie de colonne. En revanche, les ions

Nat et Cl™ sont de taille extrémement petite comparé a la protéine, leur écoulement peut
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donc différer de celle-ci et la détermination de V), se verrait ainsi fortement perturbée. Les
conditions de débit et le dispositif expérimental sont les mémes que pour la mesure des
courbes de percée.

%, F(t) étant l'intégrale de
E(t) (Villermaux, 1993). E(t) est donc obtenue en dérivant numériquement la fonction

La courbe obtenue est premieérement normée par F'(t) =

F(t) par rapport a t. Le temps de séjour moyen ¢, est égal a :
£, = / tE(t)dt (I11.12)
0

Finalement, connaissant le débit, le volume poreux peut étre calculé. Dans notre cas,
I'entrée et la sortie de la colonne sont constitués de capillaires, ce qui signifie que le
systeme est en configuration fermé-fermé a la dispersion et donc que, dans un cas idéal,
ty = % =7, Q étant le débit et 7 le temps de passage.

La Figure II1.8 représente la courbe adimensionnelle F(t), qui est la réponse a un
échelon positif (Fig. a), et la courbe de distribution du temps de séjour E(t) (Fig. b)
obtenue pour la colonne HiTrap SP FF de 1 mL. Cette DTS expérimentale permet dans
un premier temps de constater qu’elle ne présente pas de pic caractéristique d’un court-
circuit. En revanche, une légere trainée est observée ce qui peut suggérer du fluide stagnant
dans le systeme. Le temps de passage dans la colonne est d’environ 1 min pour un débit
de 1 mL/min, et le temps de séjour moyen calculé est de 1,54 min, soit un volume poreux
de V, de 1,54 mL. A noter que la différence peut également s’expliquer par le fait qu’il
est assez compliqué expérimentalement de maitriser le moment exact de pénétration de
la solution dans la colonne. Malgré les précautions prises, il existe un faible volume du
au capillaire & I’entrée de colonne qui peut expliquer une légere surestimation du temps

de séjour moyen.

I11.3.2.3 Isothermes de I'a-chymotrypsine a pH 5

Les isothermes d’échange de I’a-chymotrypsine ont été déterminées en colonne, a pH
5 et quatre forces ioniques différentes. Pour chaque isotherme, six courbes de percées
au minimum ont été réalisées, avec des concentrations initiales en protéine allant de 0,1
a 1 g/L. La Figure I11.9 représente six courbes de percées réalisées pour I'obtention de
I'isotherme de I'aChy a pH 5, sous tampon citrate 50 mM sans ajout de NaCl. Lors des
mesures, I’acquisition des données a été arrétée lorsque la concentration mesurée en sortie
de colonne atteignait la valeur de Cy (concentration d’alimentation). Dans certains cas,
comme par exemple sur la Figure I11.9.a, le plateau n’est pas tout a fait atteint au moment
de I'arrét et la concentration continue d’augmenter tres lentement, ce qui est dii a une
limitation par le transfert. Le choix a été fait d’arréter un peu plus tot la manipulation
afin d’économiser la matiére premiere, au moment ot la concentration en sortie mesurée

est tres proche de celle en entrée. Dans ces cas-la, la quantité de protéine restante a
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FIGURE II1.8 — (a) Courbe adimensionnelle F'(t), correspondant & la réponse a une stimulation
échelon positif sur la colonne HiTrap SP FF et (b) courbe de distribution du
temps de séjour E(t).

fixer pour saturer la résine a été calculée par extrapolation de la courbe, méme si cette
quantité s’est toujours avérée négligeable en comparaison de la quantité déja adsorbée.
Par ailleurs, la courbe de percée représentées sur la Figure II1.9.f illustre la saturation du

signal UV pour des concentrations en protéines atteignant les 1 g/L.

Pour chacune des courbes de percées mesurées, la quantité de protéine adsorbée ¢ a été
calculée selon I’équation I11.11. Lors d’une mesure de courbe de percée (dans le cas Cy =
0,95 g/L), afin de s’assurer que cette quantité calculée correspond bien a la quantité fixée,
une élution de la protéine a été réalisée une fois ’étape de charge terminée. Dans cette
expérience, la quantité calculée ... était égale a 64,3 mg de protéine pour un volume
de 1 mL de résine. Ensuite, I’élution a été réalisée en mode isocratique avec une solution
tampon contenant 1 M de NaCl, puis I'éluat récupéré a été dosé par spectrophotométrie
UV . La quantité de protéine récupérée qg.q¢ a été de 70 mg. Cette quantité est légerement
supérieure a celle calculée, ce qui peut étre expliqué d’une part par la présence potentielle
de protéine résiduelle dans les tuyaux qui se retrouve dans I’éluat malgré ’étape de ringage
préalable. D’autre part, la courbe d’étalonnage en UV n’a pas été réalisée dans les mémes
conditions (concentration en NaCl différente), ce qui peut influer sur la mesure. Malgré
cela, les résultats obtenus restent dans le méme ordre de grandeur et montrent bien que
le calcul de ¢ par les courbes de percées est représentatif de la quantité de protéine
réellement fixée (et récupérée), mais aussi que des erreurs expérimentales de l'ordre de

10 % restent possibles.
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F1Gure II1.9 — Courbes de percées de I’a-chymotrypsine sur colonne HiTrap SP FF 1 mL, en
condition de pH 5 (tampon citrate 50 mM) sans ajout de sel. (a) Co = 0,09 g/L;
(b) Co = 0,19 g/L; (¢) Co = 0,35 g/L; (d) Co = 0,54 g/L; (e) Co = 0,74 g/L;
(f) Co = 0,95 g/L.
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Afin de caractériser I'influence de la force ionique, des concentrations en chlorure de
sodium de 25, 50 et 100 mmol /L ont été ajoutées a la premiere isotherme, qui a été réalisée
avec uniquement une solution tampon citrate a 50 mM. Les isothermes sont présentées
en Figure II1.10. A noter que les concentrations sont exprimées en mmol/L et non en g/L,
par cohérence avec I'expression de la constante d’équilibre K qui est I'un des parameétres
du modele SMA utilisé.

Toutes les isothermes possedent bien une forme concave favorable, comme pour celles
obtenues avec les expériences en batch. Les points des isothermes sont cependant moins
dispersés que ceux des isothermes en batch. A noter également que le point C = 0,6
mg/mL de la premiere isotherme (Cy,or = 0 mM) est en réalité une valeur moyenne
issue de deux manipulations identiques, réalisées plusieurs semaines apres le reste de
Iisotherme. Ce point s’inscrit bien dans la continuité de l'isotherme, ce qui montre que
cette méthode est bien plus reproductible que la méthode batch et est moins sensible aux
incertitudes de mesure.

Cependant, la forme des isothermes suggerent que le plateau n’est pas encore atteint
et que la résine n’est pas completement saturée lorsque C = 1 g/L, soit 0,039 mmol/L,
ce qui correspondant a la concentration maximale pouvant étre mesurée avec le dispositif
expérimental utilisé. De plus, lors de la préparation des solutions d’aChy, il est difficile
de préparer des solutions de concentrations supérieures a 3 g/L car la protéine a du
mal a se solubiliser. Néanmoins, il est tout a fait possible de travailler avec ces données
expérimentales, qui représentent bien I’équilibre d’adsorption et peuvent étre confrontés
aux modeles théoriques.

L’étude de l'effet de la concentration en sel sur 1’équilibre montre que plus la force
ionique est grande et plus l'affinité protéine-résine décroit. Ce résultat est attendu car
I’augmentation de la force ionique implique une forte présence d’ions en solution qui vont
entrer en compétition avec la protéine a la surface chromatographique. De ce fait, si la
concentration en sel est encore augmentée lors de la mesure des courbes de percée, il ne
sera plus possible d’observer une rétention de la protéine sur le support car la compétition

protéine-ions sera devenue trop défavorable pour la protéine.

DETERMINATION DES PARAMETRES SMA

Afin de déterminer les parametres de la loi d’action de masse stérique (SMA) expérimen-
talement, un minimum de trois isothermes a des forces ioniques différentes est fortement
recommandé, ’équation présentant trois inconnues. En effet, plus le nombre d’isothermes
est grand et plus l'effet de la force ionique sur I'équilibre peut étre représenté précisément.
La particularité de ce modele est que les trois parametres a déterminer, 7.e. la constante
d’équilibre K, la charge caractéristique n et le facteur stérique o, ont des valeurs iden-

tiques pour décrire les différentes isothermes, seule la concentration en contre-ions en so-
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Fi1GURE III1.10 — Isothermes d’adsorption de I’a-chymotrypsine sur la SP Sepharose FF obtenues
par la méthode en colonne, a pH 5 (tampon citrate pH 5). Le modele SMA avec
les parameétres ajustés est représenté en ligne continue. Les lignes discontinues
représentent ’analyse de sensibilité (& 10% sur les données expérimentales) du

modele.
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lution change d'une isotherme a ’autre. Cependant, considérer K constante pour toutes
les isothermes signifie que ce sont les concentrations qui sont prises en compte et non les
activités, I'influence de la force ionique sur le comportement "idéal" de la dissolution est

ainsi occultée.

La méthode la plus simple a mettre en place pour la détermination des parametres
SMA est un ajustement de parametres d'un modele a des données expérimentales (ou
fitting). A partir de la série de données (C;;q;), il est possible d’estimer les valeurs des
parametres du modele pour lesquelles la fonction se rapproche au mieux des valeurs
expérimentales. Pour cela, la méthode des moindres carrés est I'une des approches les plus
utilisées. Cette méthode permet de minimiser 1’écart entre les données expérimentales et

le modele théorique en calculant un facteur de fiabilité R (equation I11.13) :

. _ . 2
R — \J Z(Cz,exp Cl,cal) (11113)

2
Z Ci,emp

avec Cegp et Cgye Teprésentant respectivement les concentrations dans la phase liquide

expérimentale et calculée via le modele.

Les parametres SMA qui correspondent le mieux a ces données expérimentales sont
présentés dans la Tableau III.5 et permettent d’obtenir un facteur de fiabilité R égal
a 0,14. Par ailleurs, le facteur de fiabilité a ensuite été recalculé pour chacune des iso-
thermes indépendamment a partir des parametres ajustés, et les valeurs sont indiquées
sur la Figure II1.10. Malheureusement, il est assez compliqué d’estimer un intervalle de
confiance pour ces parametres car les incertitudes sur les données expérimentales sont
difficilement quantifiables. En revanche, il est possible d’étudier la sensibilité du modele
a des variations sur les données. La Figure III.10 représente les isothermes expérimen-
tales ainsi que le modele SMA. Les traits continus représentent le modele calculé avec
les parametres obtenus précédemment, alors que les traits discontinus représentent le mo-
dele avec les parametres obtenus en appliquant un incrément de + 10% sur les données

expérimentales (ces parameétres sont également présentés dans le Tableau I11.5).

L’étude de ces parametres montre tout d’abord que, comme attendu, la protéine possede
une bonne affinité avec le support chromatographique car elle posséde en moyenne 5,1
sites de fixation a sa surface. Le facteur stérique quant a lui est plutét faible, ce qui
parait cohérent compte tenu de la faible taille de la protéine. Ces valeurs sont par ailleurs
en accord avec des parametres publiés dans la littérature (Ladiwala et al., 2005). En
revanche, les valeurs des constantes d’équilibre sont tres différentes par rapport a celle de
la littérature. La constante K calculée ici n’est pas définie de la méme maniére que 'ont
fait les auteurs de l'article : celle-ci pourrait étre calculée comme étant Kgnra(qr/Coser)”

selon Ladiwala et al. (2005). En effet, en reprenant le Kgpa de cet article et en faisant
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TABLEAU III.5 — Parameétres de la loi SMA a pH 5, calculés par fitting sur données expérimen-
tales (brutes, -10% et +10%).

Fitting avec Fitting avec Fitting avec
Paramétres SMA données exp. donnéesexp. -10%  données exp. +10%
Charge caractéristique n 51 51 5,1
Facteur stérique o 28,3 32,0 25,2
Constante d’équilibre K 11 11 11

le calcul ci-dessus, la constante calculée est de 18,7, ce qui correspond mieux a ’ordre de
grandeur de la constante que nous avons déterminée.

L’étude de sensibilité montre qu’une variation des données expérimentales influe majo-
ritairement sur ’écart entre les différentes isothermes et non sur leur forme. Ainsi, lors
du réajustement des parametres, c’est uniquement le facteur stérique qui change alors
que la charge et la constante restent identiques. Il serait toutefois plus adéquat d’utiliser
une autre méthode que celle des moindres carrés afin d’estimer les parametres SMA. Par
exemple, une méthode statistique telle que Monte Carlo permettrait d’obtenir une esti-
mation des parametres avec leur intervalle de confiance. Cependant, a cause de la non
réversibilité de 1’équation SMA, cette méthode n’a pas pu étre appliquée a notre cas de

figure.

ELUTION DE L’a-CHYMOTRYPSINE ET ACTIVITE ENZYMATIQUE

Lors de I’étape d’élution, ’équilibre est modifié au sein de la résine afin de permettre
a la protéine de se décrocher du support. En échange d’ions, la méthode la plus courante
et la plus simple a controler est d’appliquer un changement de force ionique pour réduire
Iaffinité protéine-support. Afin de déterminer la concentration en sel minimale nécessaire
pour éluer la protéine, un gradient d’élution a été appliqué sur la colonne. Pour cela, deux
solutions tampons ont été préparées, I'une contenant uniquement du tampon (tampon
citrate 50 mM pH 5, appelé tampon A) et la seconde contenant le tampon A ainsi qu'une
concentration de 1 M en NaCl (appelé tampon B). L’élution par gradient a donc été
réalisée a 'aide de deux pompes, permettant de délivrer en continu une solution dont
la, composition varie de 0% a 100% de tampon B. Le chromatogramme obtenu ainsi que

I’évolution de la conductivité en sortie de colonne sont représentés en Figure I11.11.

La conductivité au point d’élution, qui se mesure lorsque le pic est le plus haut, est de

22,2 mS/cm, ce qui correspond a une concentration en sel d’environ 270 mM. Cependant,
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FIGURE III.11 — Gradient d’élution de I’a-chymotrypsine & pH 5. La ligne continue représente
I’absorbance a 280 nm et la ligne discontinue la conductivité en sortie de co-
lonne.

la largeur du pic est relativement grande : I’élution débute a des conductivités bien plus
faibles et se termine lorsque la conductivité dépasse 42 mS/cm (soit Cyaer = 500 mM). 11
faut tout de méme noter que cela est majoritairement di a I’hydrodynamique de la colonne
et/ou au transfert de matiere. Par sécurité, il vaut mieux se placer & des concentrations
en NaCl supérieures ou égales a 500 mM afin d’étre certain de pouvoir récupérer toute
la protéine. Ce chromatogramme permet également de conclure qu’au dela d’une salinité
de 270 mM, la protéine ne devrait pas s’adsorber sur la résine et donc qu’il n’est pas
possible de mesurer des isothermes a de telles concentrations.

De ce fait, une expérience de rétention de la protéine a été effectuée sur la colonne a une
salinité de 400 mM et la courbe de percée a été tracée (voir Figure I11.12). Celle-ci semble
montrer que la protéine est retenue en partie par la résine car il est possible de calculer
Iaire entre la courbe et la droite d’équation C' = (. Or, ce front de concentration, qui
représente un retard de la colonne sans aucune rétention de la protéine sur la résine, peut
également étre dii uniquement a la limitation par le transfert et a I’hydrodynamique de
la colonne. Afin de s’assurer que la protéine n’est effectivement pas retenue par la résine,
I’élution isocratique (1 M de NaCl) a été réalisée et aucun pic d’élution n’a été identifié.
Cela confirme que la protéine ne s’est pas fixée sur la colonne dans ces conditions de haute
salinité, ou en tout cas pas en quantité suffisante pour étre détectable par ces techniques

expérimentales.

Il peut arriver qu'une protéine, lors de 1’étape de charge puis d’élution, se retrouve dé-

naturée du fait de ’échange d’ions et du changement d’environnement. Pour cette raison,
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FIGURE II1.12 — Courbe de percée de I’a-chymotrypsine sur HiTrap SP FF 1 mL, & pH 5 et
Cnaci = 400 mM.

il est intéressant d’étudier I'activité enzymatique d’une solution de protéine avant et apres
I’échange d’ions, 'activité enzymatique représentant la capacité d’une enzyme a conver-
tir un substrat. Or, si celle-ci subit un changement conformationnel dii au mécanisme
d’échange d’ions, son activité enzymatique devrait se retrouver altérée.

Lors d’'une expérience de charge puis d’élution, un échantillon de la solution initiale a
été analysé, ainsi qu'un échantillon de I’éluat. Afin que les résultats soient comparables,
la concentration en protéines de chacun de ces échantillons est mesurée afin de rapporter
lactivité enzymatique en fonction de la quantité de protéine. La solution initiale de
protéine présentait une activité enzymatique égale a 93,5 mU/mg,cp,. Apres élution,
'activité enzymatique a été estimée a 96,0 mU/mg,cp,. La différence relative entre de
ces deux valeurs est tres faible (< 3%) et est trés probablement majoritairement dues aux
incertitudes de mesure. En effet, il n’y a pas de raison physique que 'activité augmente
apres 1’échange. En conclusion, ce résultat suggere que le mécanisme d’échange d’ions
n’altere pas la conformation de 'aChy, et que celle-ci peut-étre entierement récupérée

grace a une élution par changement de force ionique.

II1.3.2.4 Isothermes de I'a-chymotrypsine a pH 7

Le pH d’une solution est 1'un des critéres les plus importants en échange d’ions car il
conditionne la charge globale d’une protéine. L’aChy s’adsorbe bien a pH 5 sur la SP
Sepharose FF, car elle est globalement chargée positivement a ce pH de travail. Son pl

étant de 8,3, plus le pH se rapproche de cette valeur et plus la charge globale de la protéine
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se rapproche de la neutralité. Ainsi, a un pH 7, ’aChy devrait montrer une moins bonne

rétention par la résine.

Pour étudier ce phénomene, des isothermes obtenues par la méthode en colonne ont
été réalisées a pH 7. Le tampon utilisé est un tampon phosphate comme décrit dans la
partie 1I1.1.3. Deux isothermes ont été mesurées, avec des concentrations en NaCl de 0
et 25 mM. Les résultats sont présentés en Figure II1.13, ou les isothermes a pH 5 sont

également représentées a titre de comparaison.

Comme attendu, a ce pH, ’aChy montre une moins bonne affinité avec la SP Sepharose.
Les isothermes avec des concentrations en NaCl supérieures ou égales a 50 mM n’ont pas
été réalisées car du fait du pH et de la salinité, la quantité de protéine adsorbée sera tres
faible et difficilement détectable lors des analyses. De plus, les points des isothermes a pH
7 montrent une plus grande dispersion des résultats, en grande partie due au fait que les

quantités mesurées soit plus faibles, ce qui induit de plus grandes incertitudes de mesure.

Les parametres SMA ont été calculés a pH 7 (voir Tableau I11.6). Etant donné que seule-
ment deux isothermes ont été réalisées, il peut s’avérer délicat de réussir a trouver un bon
ajustement entre le modele et les données expérimentales lorsque trois parametres sont
inconnus. Ainsi, une hypothese de départ a été introduite, la valeur du facteur stérique a
été considérée identique a celle obtenue a pH 5, ce parametre dépendant essentiellement
de la forme et de la taille de la protéine qui est inchangée. Il est donc intéressant de voir
qu’apres fitting, la charge caractéristique reste également identique et que le changement
vient principalement de la constante d’équilibre, qui est représentative de la force d’in-
teraction. L’aChy parait donc avoir le méme mode d’interaction avec la résine qu'a pH 5
(méme nombre de sites de fixation), mais c’est I’énergie d’interaction en elle-méme qui est
réduite. Par ailleurs, ce résultat est cohérent avec les travaux de Gadam et al. (1993), qui
ont déterminé une charge de I’a-chymotrypsinogene, dont la structure est quasi-identique
a celle de I'aChy (voir paragraphe I11.1.2.1), égale a4 4,8 a4 pH 6 (tampon phosphate). Le
facteur stérique a quant a lui été estimé égal a 49,2 avec une résine possédant une capacité

ionique deux fois supérieure a celle de la SP Sepharose FF.

TABLEAU II1.6 — Parametres de la loi SMA a pH 7 et 5, calculés par fitting sur données expéri-

mentales.
Paramétres SMA pH7 pH5
Charge caractéristique n 5,0 51
Facteur stérique o 28,3 28,3

Constante d’équilibre K 0,6 11
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Fi1GURE II1.13 — Isothermes d’adsorption de I’a-chymotrypsine sur la SP Sepharose FF obtenues
par la méthode en colonne (a) & pH 7 (tampon phosphate) et (b) & pH 5

(tampon citrate) et 7.
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Il faut également prendre en compte que la composition de la solution tampon utilisée
lors de ces expériences n’est pas la méme qu’a pH 5. En effet, bien que la quantité de
contre-ions Na™ ait été conservée, ’environnement de la protéine n’est plus exactement
le méme et cela peut avoir des effets sur I'adsorption. C’est notamment le cas des forces
ioniques qui sont différentes (Leitrate = 0,22 M et Ipposphate = 0,13 M). Il est par ailleurs
possible qu’a forces ioniques égales, I'affinité de la protéine pour la résine a pH 7 soit
encore plus faible, la force ionique du tampon phosphate étant actuellement deux fois

plus faible que celle du tampon citrate.

II1.3.3 Equilibre d’échange d’ions en systeme multi-protéines

CONDITIONS OPERATOIRES

Les isothermes en systéme bi-protéines, comprenant le lysozyme et I’a-chymotrypsine,
ont été réalisées a l'aide de la méthode batch. En effet, la méthode en colonne est dif-
ficilement applicable car le suivi se fait par mesure de 1’absorbance UV, qui n’est pas
sélective. En sortie de colonne, seule une valeur globale de concentration en protéines
serait mesurée et non la concentration de chacune d’elles. Il serait également possible de
récupérer des échantillons en sortie de colonne pour les analyser par HPLC-SEC, mais
cette procédure s’avere longue a mettre en place. Ainsi, le choix s’est porté sur la méthode

batch, qui nécessite moins de préparation et surtout moins de matiere premiere.

Pour cela, le protocole appliqué est sensiblement le méme qu’en systéme mono-constituant.
La principale différence réside dans la solution de protéines initiale introduite dans les
tubes, qui ne contient plus une mais deux protéines. Deux essais différents ont été réalisés,

dont les conditions opératoires sont présentées dans le Tableau I11.7.

Lors de l'essai n°2, de plus grandes masses de résine ont notamment été utilisées afin
de diminuer I'incertitude de mesure liée a la pesée de la résine humide et ainsi réduire
la dispersion des résultats. De plus, lors de cet essai, deux répétitions de mesure ont été
réalisées dans des conditions tres similaires afin d’obtenir une valeur moyenne. Les surna-
geants ont été analysés par HPLC-SEC, le lysozyme et I’aChy présentant des pics bien

résolus sur le chromatogramme (voir Figure II1.4) et permettant ainsi leur quantification.

L’isotherme du lysozyme seul a également été réalisée selon les conditions opératoires
décrites dans le Tableau III.8, afin de pouvoir identifier son comportement en 1’absence
de I'aChy.
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TABLEAU III.7 — Conditions opératoires pour la détermination des isothermes d’échange en sys-
téme bi-protéines (a-chymotrypsine et lysozyme) sur la résine SP Sepharose
FF par la méthode en batch, a T = 21°C, pH 5 (tampon citrate 50 mM) et

Cyact = 0 mM.
Conditions Essai n°1 Essai n°2
Lysozyme a-chymotrypsine Lysozyme a-chymotrypsine
Concentration initiale protéine 1,93 g/L 2,01 g/L 1,98 g/L 1,97 g/L
Volume de solution 10 mL 150 mL
Masse de résine (humide) 0,01a2085¢g 0,25et0,26 g
Ratio protéine/résine 0,023 21,930 0,024 42,010 1,14 et 1,19 1,14 et 1,18

TABLEAU III.8 — Conditions opératoires pour la détermination de I'isotherme d’adsorption du
lysozyme sur la SP Sepharose FF par la méthode en batch, a T = 21°C, pH 5
(tampon citrate 50 mM) et Cyqor = 0 mM.

Conditions Essai n°1

Concentration initiale protéine 0,93 g/L

Volume de solution dans chaque

tube 10 mL

Masse de résine dans chaque tube 0,02 a 0,84 g (humide)

Ratio protéine/résine 0,011 a 0,361

RESULTATS

Tout d’abord, I'isotherme du lysozyme seul a été tracée et comparée a l'isotherme de
I’aChy seule afin d’identifier leur comportement au contact de la SP Sepharose FF, sans
que des phénomenes de compétition protéine-protéine ne soient mis en jeu. Les deux iso-
thermes sont présentées sur la Figure II1.14. I1 est nécessaire de noter ’allure de la courbe
du lysozyme, et plus particulierement le dernier point qui semble augmenter brusquement.
De la méme manieére que ce qui a été observé pour ’aChy, il est tres probable que les
derniers points de 'isotherme mesurée en batch présentent une plus grande dispersion du
fait de la grande incertitude sur la masse de résine qui est extrémement faible. Lorsque

ces deux isothermes sont comparées, il apparait que le lysozyme posseéde une meilleure
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FI1GURE I11.14 — Isothermes d’adsorption du lysozyme et de I’a-chymotrypsine sur la SP Sepha-
rose FF a pH 5 (tampon citrate 50 mM). Chacune des isothermes a été mesurée
indépendamment a partir d’une solution mono-protéine.

affinité avec la résine que 'aChy de par la forme de l'isotherme, mais également au re-
gard de la capacité maximale atteinte. Ce résultat semble logique pour deux raisons :
la premiere est que le lysozyme est plus petit que 'aChy et il peut donc diffuser plus
facilement et plus profondément a l'intérieur des pores. La deuxieme raison est que le
point isoélectrique du lysozyme qui est bien plus élevé que celui de 'aChy (Tableau I11.2)
et donc plus éloigné du pH de travail. Il est donc tres probable que la charge globale du
lysozyme soit fortement positive, ce qui favorise les interactions électrostatiques avec la
résine.

Les isothermes obtenues a partir du mélange des deux protéines ont été ensuite tracées
et étudiées afin d’observer le comportement du systeme et du couple protéine-protéine.
Ces isothermes sont représentées sur la Figure I11.15, ou les points issus des essais n°1 et
2 (voir Tableau II1.7) sont présentés.

La premiere observation est que le lysozyme semble toujours avoir une meilleure affinité
que I'aChy, en tout cas a faibles concentrations en solution. En effet, une plus grande
quantité de lysozyme s’adsorbe sur la résine car a ce moment-la, il est tres probable que
la compétition entre protéines ne soit pas tres forte du fait des faibles concentrations. En
revanche, lorsque les concentrations augmentent, la capacité de rétention de I'aChy aug-
mente brusquement, jusqu’a atteindre des capacités supérieures par rapport a l'isotherme
mono-constituant. Quant au lysozyme, sa capacité semble plutét diminuer. Comme dis-

cuté précédemment, ces points de I'isotherme sont déterminés avec des masses de résine
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FI1GURE II1.15 — Isothermes d’adsorption en systeme bi-protéines du lysozyme et de l'a-
chymotrypsine sur la SP Sepharose FF a pH 5 (tampon citrate 50 mM). Les
symboles o et A représentent les valeurs issues de I’essai n° 1 et les symboles o
et A représentent ’essai n°2.
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extrémement faibles, et donc sont affectés d’une plus grande incertitude. Cela impacte
fortement le calcul de ¢ par bilan de matiere, générant des erreurs plus importantes. C’est
donc dans le but de réduire ces incertitudes de mesure que 'essai n°2 a été réalisé. Pour
chaque protéine, la moyenne des deux répétitions de mesure est représentée sur la Figure
I11.15 sous forme de cercle/triangle vides. Les écarts-types sont également tracés, bien
qu’ils ne soient pas visibles car trop faibles dans le cas de ’aChy. Ces résultats permettent
dans un premier temps de valider I’allure de I'isotherme de I'aChy. En revanche, les résul-
tats concernant le lysozyme montrent bien qu’il y a vraisemblablement eu des problemes
de mesures et que l'isotherme ne décroit pas a des concentrations C' supérieures a 1 g/L,
comme le suggéraient les premiers résultats. Finalement, les points de I'isotherme restent
dans le méme ordre de grandeur que ceux déterminés en systeme mono-protéine. 11 faut
également prendre en compte qu’en plus de I'incertitude sur les masses de résine, 'analyse
en HPLC-SEC s’est avérée plus compliquée que pour 'aChy (cf. paragraphe 111.2.2).
Que ce soit au niveau de la forme de I'isotherme ou méme des valeurs de capacité de
rétention atteintes, le lysozyme parait se comporter de la méme maniere en systéme mono-
constituant et multi-constituants. Ce n’est cependant pas le cas de 'aChy, qui présente
une forme d’isotherme assez particuliere. Lorsque les concentrations des deux protéines
en solution sont élevées, c¢’est-a-dire ici a partir de 1 g/L environ, la forme de l'isotherme
subit un changement fort d’allure. C’est donc a ce moment-la que les protéines semblent
entrer en compétition et interagir, car en deca de cette valeur, elles ont des comportements
similaires a des cas de protéines isolées. En général, des formes d’isothermes de ce type
(type VI selon 'TUPAC, voir partie 11.3.3.1) sont le plus souvent considérées comme
une traduction d’une adsorption en multi-couches. Cependant, le changement brusque de
pente de l'isotherme de 'aChy est uniquement la traduction d’'une forte disparition de
la protéine en solution, car lors des expériences, seule la concentration C' est directement
mesurée, q est calculé par bilan de matiere. L’hypotheése émise lors du calcul de ¢ est
donc que la quantité de protéine qui n’est plus en solution est retenue sur la support
chromatographique. Or, il peut également s’agir d’autres phénomenes comme par exemple
une agrégation ou une précipitation de la protéine, qui expliqueraient également une
diminution de la quantité de protéine solubilisée (Carta et Jungbauer, 2010). En solution,
aucune précipitation de la protéine n’a pu étre observée a 1’ceil nu, mais il est également
possible que ces phénomenes puissent avoir lieu a l'intérieur de la résine, ce qui, dans ce

cas, est difficilement identifiable expérimentalement.

Conclusion

L’a-chymotrypsine et le lysozyme sont deux protéines modeles, souvent utilisées dans

la littérature dans I’étude et le développement de nouvelles méthodes appliquées a la chro-
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matographie d’échange d’ions. Dans cette étude, des expériences d’échange d’ions sur une
résine cationique, la SP Sepharose FF, ont été réalisées afin d’observer et de mieux com-
prendre le comportement de ces deux protéines. Dans le cas de I’a-chymotrypsine, elles
ont également permis d’estimer les parametres principaux de la loi d’action de masse
stérique (constante d’équilibre, charge caractéristique et facteur stérique) afin de pouvoir
dans un second temps les comparer aux valeurs obtenues via les simulations moléculaires.
Premierement, le comportement de ’aChy seule a été étudié, puis 'impact de la com-
pétition protéine-protéine sur 1’échange a également été observé en ajoutant le lysozyme.
Enfin, I'influence du pH et de la force ionique a également été discutée.

L’aChy montre une bonne affinité pour la résine car elle présente des isothermes d’ad-
sorption favorables. La méthode de mesure par courbes de percées a été privilégiée car elle
a permis d’obtenir des résultats plus reproductibles et représentatifs de I’état d’équilibre
qu’avec la méthode en batch, bien qu’elle soit plus difficile a mettre en ceuvre. De plus, la
loi SMA a permis de décrire correctement les allures des isothermes apres ajustement des
parametres. La charge caractéristique suggere par ailleurs que la protéine possede bien
une interaction multi-points, c’est-a-dire que la protéine se fixe sur la résine en occupant
plusieurs ligands (5,1 en moyenne). Quant au facteur stérique, qui représente ’ensemble
des ligands cachés par la protéine et donc indisponibles pour ’adsorption, sa valeur est re-
lativement faible compte tenu de la petite taille de la protéine. Il est également intéressant
de constater que lorsque la solution subit un changement de pH, comme ici a pH 7, ces
deux parametres de la loi SMA ne varient que tres peu. En effet, bien que les isothermes
montrent une moins bonne affinité, le fitting le plus adéquat montre que la charge et le
facteur stérique sont les mémes. En revanche, la constante d’équilibre, représentative de
la force d’interaction, est bien plus faible qu’a pH 5.

Des premieres expériences en multi-constituants ont également été réalisées via la me-
sure d’isothermes d’un mélange aChy-lysozyme, le lysozyme étant une protéine plus petite
que 'aChy et dont le pI est plus élevé. Ainsi, comme attendu, le lysozyme seul montre une
meilleure affinité pour la résine car sa charge globale est plus grande. Cependant, 1’étude
en mélange bi-protéines révele un comportement particulier : lorsque les protéines sont
présentes en solution a de fortes concentrations (supérieures a 1 g/L), ’aChy pourrait se
fixer en formant une multi-couche. Le lysozyme quant a lui présente un comportement
sensiblement similaire seul ou en présence de I’aChy.

Finalement, les expériences ont permis de mettre en évidence des phénomenes visibles
et/ou quantifiables & 1’échelle macroscopiques (paramétres SMA | influence du pH, possible
adsorption multi-couche), ce qui permettra une étude des simulations moléculaires plus

ciblée dans le but de comprendre les phénomeénes observés.
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SIMULATIONS MOLECULAIRES

Introduction

La détermination des isothermes d’adsorption de I’a-chymotrypsine a permis de me-
surer des comportements globaux qui permettront le dimensionnement empirique d’un
procédé chromatographique pour sa purification. Néanmoins, leur détermination a été
cotiteuse et leur application ne peut pas se faire au-dela des conditions opératoires explo-
rées expérimentalement. Ainsi, ’objectif de ce chapitre est d’étudier comment 'utilisation
de simulations moléculaires permettraient de déterminer le méme type de résultats, tout
en apportant une connaissance complémentaire des phénomenes de rétention ayant lieu
a I’échelle locale de la protéine.

Pour cela, la méthode de la Dynamique Moléculaire a été privilégiée pour I’échantillon-
nage de ’espace conformationnel, mais également pour pouvoir observer I’évolution du
systeme au cours du temps. Le systéeme de référence choisi lors de ’étude expérimentale,
composé de I'a-chymotrypsine et de la résine SP Sepharose FF, a été modélisé selon des
modeles en tout-atome. Ces modeles, plus précis que les modeles de type Gros Grains
dans la description du systeme, permettent une représentation plus minutieuse des mou-
vements des atomes en leur laissant une plus grande flexibilité. De plus, les moyens de
calcul disponibles ont permis la représentation du solvant de maniere explicite, les repré-
sentations implicites étant moins précises. La surface chromatographique a été modélisée
a partir de la structure du ligand, et elle a été représentée avec une couche de contre-ions

Na™ afin de la neutraliser.

La premiere partie de ce chapitre permet tout d’abord de poser la méthodologie dé-
veloppée pour la réalisation des simulations, ainsi que les modeles utilisés pour 1’exploi-
tation des résultats. Dans un premier temps, ils sont appliqués a I'analyse d’un systeme
contenant une seule protéine. La comparaison des parametres de rétention déterminés
expérimentalement et par la simulation permettra en outre d’examiner l'intérét de la
démarche et la validité des approches utilisés. L’influence de variables essentielles dans

les procédés chromatographiques, pH et force ionique, sur la rétention de la protéine
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sera aussi discutée. Enfin, la derniére partie de ce travail sera consacrée a une étude
préliminaire impliquant deux (aChy et lysozyme) puis quatre protéines (2 aChy et 2 ly-
sozymes), permettant ainsi d’initier des études de systémes multi-constituants, beaucoup

moins exploités dans la littérature, tant expérimentalement que dans les simulations.
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IV.1 Méthodologie

IV.1.1 Construction du systeme

IV.1.1.1 Protéines

a-CHYMOTRYPSINE

Les coordonnées atomiques de 1I’a-chymotrypsine sont issues de la banque de données
PDB (PDB-ID : 1YPH) et ont été obtenues par cristallographie aux rayons X, avec une
résolution de 1,34 A. La protéine est composée de trois chaines indépendantes liées par
des ponts disulfures, dont deux inter-chaines et trois intra-chaines. Seule les chaines B, D
et F ont été extraites et exploitées car la structure résolue est celle de la forme dimérique
de 'aChy. De plus, les chaines A, C et E ne sont pas completement résolues car il y a
des résidus manquants dans le fichier PDB. La forme monomérique est ainsi composée
au total de 241 acides aminés dont 12 se trouvent dans la chaine B, 141 dans la chaine
D et 97 dans la chaine F. Les dimensions en 3D de I’aChy sont de 4,5 nm x 3,8 nm X
3,5 nm (Matthews et al., 1967; Yampolskaya et Platikanov, 2006).

Les états de protonation des résidus titrables ont été déterminés en utilisant PROPKA a
partir du serveur en ligne PDB2PQR (Dolinsky et al., 2004). Comme décrit précédemment
dans le chapitre bibliographique (section 11.4.1.1), ce programme permet de calculer les
pKa de tous les résidus titrables a un pH fixé a partir de la structure 3D. Il est également
possible de retrouver le point isoélectrique de la protéine car le programme PROPKA
calcule la charge nette de la protéine en fonction du pH. Ainsi, dans le cas de I'aChy,
le pI calculé est de 8,6, ce qui est cohérent avec la valeur issue de la littérature de 8,3
(Hudaky et al., 1999).

La distribution des charges a la surface de 'aChy a été déterminée numériquement a
I'aide de 'outil APBS (Adaptive Poisson Boltzmann Solver, Baker et al. (2001); Jurrus
et al. (2017)) et visualisée grace au logiciel de visualisation moléculaire PyMOL (Schro-
dinger, LLC, 2015). Ainsi, il est possible de colorer la surface de la protéine, et plus
particulierement ici la surface accessible au solvant, en fonction de la charge comme le
montre la Figure IV.1, le bleu représentant les charges positives et le rouge les charges
négatives. Cette figure représente 'aChy a trois pH différents : (a) pH 5, qui est le pH
de référence utilisé dans cette these, (b) pH 7, qui sera également utilisé afin d’étudier
I'influence du pH sur I’échange d’ions, et (¢) pH 9, qui est un pH légérement supérieur
au point isoélectrique. Cette représentation permet de visualiser et d’identifier assez ra-
pidement les zones a la surface de la protéine susceptibles de participer a l'interaction,

mais également de voir comment les charges se distribuent a la surface. A pH 5, I'aChy
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présente une grande région chargée positivement sur une de ses faces alors que la charge
est globalement neutre voire légerement négative de 'autre coté. La charge globale de la

protéine a ce pH est estimée a +7.

Plus le pH se rapproche du pl et plus ces deux zones se différencient, comme a pH 7
ol malgré la présence de la région tres fortement positive, la face opposée devient de plus
en plus négative (la charge globale est estimée & +5 dans ces conditions). De ce fait, a
pH 9, qui est un pH légerement plus grand que le pl, il y a assez clairement une face
positive et une autre négative, ce qui conduit a une charge globale de la protéine neutre.
Pour autant, il n’apparait pas impossible pour I’aChy de s’adsorber sur une surface chro-
matographique cationique lorsque le pH est égal au pl, si 'on considere uniquement les
effets électrostatiques. En effet, le mécanisme d’échange d’ions est complexe et bien qu’il
soit régit majoritairement par les effets électrostatiques, d’autres effets non négligeables
comme par exemple la solvatation de la protéine doivent étre considérés. Ainsi, ces calculs
de distribution de charge ne suffisent pas a eux-seuls a prédire ’adsorption de la protéine
sur un support chromatographique mais elles permettent d’en obtenir une premiere ap-

proximation.

LYSOzZYME

La structure cristallographique du lysozyme du blanc d’ceuf est issue de la banque de
données PDB (PDB-ID : 1AKI) et posséde une résolution de 1,5 A. C’est une protéine
souvent considérée comme modele qui ne possede qu'une seule chaine de 129 acides aminés.

Ses dimensions 3D sont de 2,8 nm x 2,8 nm x 5,0 nm (Krighaum et Kuegler, 1970).

De la méme maniere que pour ’aChy, les états de protonation des résidus titrables ont
été calculés a 'aide de PROPKA et les fichiers PQR ont été générés a I'aide du serveur
PDB2PQR. Ces calculs ont permis d’estimer le pl du lysozyme a 11, qui est proche de la
valeur issue de la littérature (11,3 Wetter et Deutsch (1951)).

La Figure IV.2 représente la surface du lysozyme colorée en fonction du potentiel
électrostatique a différents pH. La sous-figure (a) montre la distribution des charges a
pH 5, qui sera le pH de travail pour I’étude en multi-constituants; la (c) est a pH 11, qui
est un pH égal au point isoélectrique et (b) a pH 8, qui est un pH intermédiaire entre
ces deux valeurs. Le lysozyme apparait tres fortement chargé positivement a pH 5, de
maniere uniforme sur toute la surface malgré quelques zones neutres. La charge globale a
été estimée a +10. La protéine est toujours positivement chargée a pH 8 (charge globale
égale a +7) car cela reste un pH encore suffisamment éloigné du point isoélectrique. A
pH 11, la charge globale est neutre avec des zones positives, négatives et majoritairement
neutres. En revanche, la répartition semble assez équilibrée a la différence de I’aChy, qui

présente clairement deux grandes zones distinctes positive et négative.
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FIGURE IV.1 — Surface de I'a-chymotrypsine (PDB-ID : 1YPH) colorée en fonction du potentiel
électrostatique a : (a) pH 5 (charge +7) ; (b) pH 7 (charge +5) et (¢) pH 9 (charge
0).



94 SIMULATIONS MOLECULAIRES
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FIGURE IV.2 — Surface du lysozyme (PDB-ID : 1AKI) colorée en fonction du potentiel électro-
statique a : (a) pH 5 (charge +10); (b) pH 8 (charge +7) et (c¢) pH 11 (charge
0).
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Le Tableau IV.1 récapitule les principales propriétés de I'a-chymotrypsine et du lyso-

zyme présentées dans cette section.

TABLEAU IV.1 — Tableau récapitulatif des principales propriétés de ’a-chymotryspine et du
lysozyme ainsi que des codes PDB correspondants.

Propriétés a-chymotrypsine Lysozyme
Code PDB (résolution) 1YPH (1,34 A) 1AKI (1,5 A)

Masse moléculaire 25,6 kDa 14,3 kDa

Acides aminés (chaines) 241 (3) 129 (1)

Dimensions 3D 4,5nmx 3,8 nm x 3,5nm 2,8 nmx 2,8 nm x 5,0 nm

Point isoélectrique pl

(selon le calcul de PROPKA) 8,6 (littérature : 8,3) 11,0 (littérature : 11,3)
Charge globale pH5:+7 pH5:+10
(selon le calcul de PROPKA) pH7:+5 pHS8:+7

IV.1.1.2 Support chromatographique

Le support chromatographique choisi pour 1’étude, la SP Sepahrose FF, est composée
d’une matrice en agarose réticulée a laquelle sont greffés des groupes sulfopropyl, qui
est un groupement fonctionnel ¢ (voir paragraphe 11.3.2.2). La structure chimique d’un

ligand est définie selon Johansson et al. (2004) comme étant :

Agarose — OMO/\/\SO(
OH

le premier atome d’oxygene appartenant a la matrice. La structure 3D d’un ligand
(voir Figure IV.3.a) a été construit a 'aide du logiciel Avogadro (Hanwell et al., 2012) et
paramétrisé en utilisant un champ de force générique CGenFF (Vanommeslaeghe et al.,
2010; Yu et al., 2012) ainsi que des algorithmes automatiques issu du site web CGenFF
(Vanommeslaeghe et Jr., 2012; Vanommeslaeghe et al., 2012).

Dans cette étude, la matrice en agarose n’est pas explicitement représentée afin de limi-
ter le nombre d’atomes total dans le systéeme. Afin de simuler le lien entre les groupements
fonctionnels et la matrice, un atome de carbone est ajouté (lié au premier oxygene, voir
Figure IV.3.a) et la position des trois premiers atomes sera restreinte en bas de la boite

de simulation. Ainsi, la flexibilité des ligands sera conservée.
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La surface chromatographique est ensuite construite par duplication de la structure
d’un ligand, qui seront ensuite distribués uniformément dans les directions -x et -y sur
une surface de 10 nm x 10 nm. La densité de ligands, exprimée en nombre de ligands par
nm?, a été calculée & partir de la capacité totale de la résine mesurée expérimentalement
(230,2 mmol /L), du nombre d’Avogadro et de la surface spécifique issue de la littérature
(42 m? /mL, selon la méthode de DePhillips et Lenhoff (2000) explicitée dans le paragraphe
[1.3.2.3). Ainsi, la surface chromatographique contiendrait au total 324 ligands pour une

surface de 100 nm?.

IV.1.1.3 Boite de simulation

Tout d’abord, la surface chromatographique est placée en bas de la boite de simulation
dans le plan -x et -y (voir Figure IV.3.b). 324 ions sodium sont ajoutés et positionnés
au-dessus de chaque ligand afin de les neutraliser, ce qui permet de représenter I'étape
d’équilibration propre a 1’échange d’ions. Une couche de vide d’épaisseur 1 nm est conser-
vée en dessous de la surface chromatographique, et créée par translation du support dans
la direction -z. Cette couche est nécessaire afin d’empécher la diffusion des molécules
d’eau. Des conditions périodiques aux limites sont imposées en -x et -y pour la continuité
du systéme dans ce plan (voir paragraphe 11.4.1.4).

La deuxieme étape consiste a ajouter la protéine dans la boite et la positionner au
dessus de la surface, comme dans le cas de 'aChy illustré sur la Figure IV.3.b. Le choix
a été fait de placer la protéine a une distance d’environ 0,75 nm du support, qui est une
distance suffisante pour permettre a la protéine de se réorienter et de se déplacer dans
la boite lors des simulations, tout en restant inférieur au cutoff de 1 nm défini pour le
calcul des interactions électrostatiques (voir paragraphe IV.1.2.2). Une fois la protéine
correctement positionnée dans 1’axe des -z, elle est centrée en -x et -y.

La boite, d'une taille finale de 10,00 nm x 10,00 nm x 11,25 nm, est ensuite remplie de
molécules d’eau. Les molécules de solvant qui se trouvent entre les ligands et en dessous
sont supprimées afin de conserver la couche initiale de vide. Finalement, des ions sodium
et chlorure sont ajoutés en fonction de la concentration en chlorure de sodium désirée
afin de maintenir le systéme électriquement neutre et pour se placer dans les conditions

expérimentales choisies.

IV.1.2 Préparation des simulations

IV.1.2.1 Echantillonnage du systéme

Afin de pouvoir comparer des valeurs observables aux échelles macroscopique et ato-

mique, il est nécessaire de produire un nombre suffisant de simulations, et ce afin de
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FIGURE IV.3 — (a) Représentation 3D "ball-and-stick" d’un ligand de la SP Sepharose FF et (b)
la boite de simulation primaire comprenant la surface chromatographique avec
la couche de contre-ions (en bas), I'a-chymotrypsine (représentation "cartoon"),
les ions chlorure (cyan) et sodium (bleu) et I'eau (surface bleu transparent).

générer plusieurs comportements locaux possibles qui peuvent permettre de comprendre
une observation globale.

Ainsi, dans le but d’éviter de biaiser les résultats des simulations en orientant initiale-
ment la protéine favorablement face a la surface chromatographique, plusieurs rotations
ont été effectuées sur cette derniere afin de présenter différentes faces de la protéine vers
le support. Au final, six orientations initiales de la protéine dans la boite de simulation
ont été étudiées, comme le représente la Figure IV.4. Pour ce faire, une premiere rotation
de la protéine est effectuée a 90° autour de I'axe des -z, puis ensuite autour de 'axe
des -y. Apres cette étape de rotation, la protéine est de nouveau centrée et la distance

protéine-support est ajustée (voir paragraphe 1V.1.1.3).

IV.1.2.2 Mode opératoire

LOGICIEL, MODELES ET CALCUL DES INTERACTIONS

Toutes les simulations de dynamique moléculaire ont été réalisées a ’aide du logiciel
GROMACS version 5.0 (Abraham et al., 2015). Le champ de force tout-atome choisi dans
cette étude est le CHARMM36 (Huang et MacKerell, 2013) pour protéines et solvant (eau
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FIGURE IV .4 — Représentation des six orientations initiales de la protéine étudiées. Chaque
point sur la surface de la protéine (b) représente la face dirigée vers le support
chromatographique en début de chaque simulation. Les différentes orientations
sont obtenues a partir des rotations en -y et -z indiqués sur la carte (a).

et ions). Enfin, le modele d’eau TIP3P (Durell et al., 1994) a été utilisé pour simuler le

comportement des molécules d’eau (voir section 11.4.1.5).

Pour le calcul des interactions non liées a courte portée, la distance de troncation (cut-
off) a été défini a 1,2 nm. Afin d’éviter une coupure brutale des forces (van der Waals)
au niveau du cut-off, une fonction switch a été appliquée afin d’amener la force a 0 de
maniére plus douce. Les interactions a longue portée (électrostatiques) ont été traitées par
la méthode PME (Particle Mesh Fwald, avec une interpolation cubique et un espacement
de Fourier de 0,16 nm (Essmann et al., 1995)) et un algorithme 3dc prenant en compte
la périodicité en -xy (Yeh et Berkowitz, 1999).

Les liaisons covalentes impliquant les atomes d’hydrogene ont été contraintes en utili-
sant I'algorithme LINCS et ses parameétres par défaut (Hess et al., 1997). Pour simuler la
matrice du milieu chromatographique, un mur (wall) a été placé dans la partie inférieure
de la boite de simulation avec les types d’atomes définis comme CG331, pour modéliser
implicitement les atomes de carbone de I'agarose. De plus, afin d’éviter la diffusion des
molécules d’eau et d’étre compatible avec la pression en -xy et la PME, un autre wall a
été créé avec des atomes définis comme OT afin d’imiter 'oxygene de 1'eau. Les interac-
tions entre les murs ont été définies en utilisant le potentiel direct de Lennard-Jones et

un seuil de potentiel linéaire a 0,3 nm.

La température a été controlée a 'aide du thermostat Berendsen modifié (Bussi et al.,

2007) avec une constante de temps pour le couplage de 0,1 ps et des groupes définis
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comme protéine, ligands et solvants. La pression semi-isotrope a 1 bar a été appliquée en
utilisant le barostat de Berendsen (Berendsen et al., 1984) avec une constante de temps

1

pour le couplage de pression de 5.0 ps et une compressibilité de 4e=® bar~! sur 'axe -z

seulement.

ETAPES

Pour toutes les étapes du protocole de simulation, les trois premiers atomes des ligands
de la SP Sepharose ont été spatialement contraints avec une constante de force de 2000

kJ.mol~'.nm~2.

Tout d’abord, une étape de minimisation d’énergie du systeme a été réalisée et arrétée
lorsque la force maximale de convergence est devenue inférieure a 1000 kJ.mol~!.nm™1.
Ensuite, une étape de chauffage de 100 ps en ensemble NVT ! a été effectuée pour atteindre
293 K, puis une courte étape d’équilibration de 200 ps en NPT ? a été réalisée. Uniquement
pendant le chauffage et 1’équilibration NPT, des contraintes de position supplémentaires
de 1000 kJ.mol~'.nm~2 ont été fixées pour le squelette de la protéine et les autres atomes

des ligands.

Enfin, la phase de production s’est déroulée en NPT avec seulement des contraintes de
position sur les trois premiers atomes des ligands SP Sepharose. Les durées des simulations
ont varié de 90 a ~ 300 ns selon le temps nécessaire a 'adsorption de la protéine, avec

un pas de temps fixé a 2 fs.

IV.1.2.3 Outils d’analyse

La plupart des analyses ont été réalisées a ’aide des outils d’analyse intégrés au logiciel
GROMACS. Ces outils permettent entre autres d’analyser les fichiers de trajectoire issus
des simulations et d’en extraire des informations au cours du temps, comme par exemple
la distance minimale entre deux groupes d’atomes (mindist, distance ou pairdist), le rayon
de gyration de la protéine (gyrate), le rmsd (rmsd, qui décrit la déviation quadratique
moyenne des positions atomiques) ou encore les coordonnées cartésiennes des atomes
et/ou résidus (traj). Afin d’automatiser les analyses, des scripts en bash, python ou encore
awk ont également été créés.

Les calculs d’énergies libres de liaison ont été effectués a ’aide du programme g _mmpbsa
(Kumari et al., 2014), développé afin de réaliser des calculs MM-PBSA (Molecular Me-
chanics Poisson-Boltzmann Surface Area) en utilisant GROMACS et APBS (Baker et al.,
2001).

1. Nombre d’atomes, volume et température constants.
2. Nombre d’atomes, volume et pression constants.
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Afin de visualiser les simulations dynamiques, le logiciel VMD 1.9.3 a été utilisé (Hum-
phrey et al., 1996) et les images ont été produites a 1'aide du logiciel PyMOL version
1.7 ou plus (Schrodinger, LLC, 2015). Enfin, les graphes et analyses statistiques ont été

réalisés en utilisant MS Excel, gnuplot ou R.

IV.1.3 Méthodes de calcul des parametres SMA

Le calcul des parametres SMA, i.e. la charge caractéristique et le facteur stérique, est
issu des analyses des 10 dernieres nanosecondes de chaque simulation. Ainsi, les charges
et facteurs stériques calculés pour chacune des simulations sont une moyenne sur ces
10 ns. Enfin, les valeurs finales des parametres SMA, qui seront comparées aux valeurs
issues des expériences, représentent la moyenne des parametres calculés pour I’ensemble

des simulations réalisées.

IV.1.3.1 Charge caractéristique

Selon la définition de Brooks et Cramer (1992), la charge caractéristique représente le
nombre de ligands impliqués dans l'interaction entre la protéine et le support chroma-
tographique. Dans les études de Liang et al. (2012, 2015a), la charge caractéristique est
calculée comme étant le nombre de résidus en interaction avec le support, et non comme
étant le nombre de ligands. Cette facon de calculer s’avere pertinente dans un cas d’étude
en gros grain, mais ce n’est pas le cas en tout atome. En effet, en tout atome, un résidu
chargé (+ 1) peut étre en interaction avec plusieurs oxygenes appartenant a deux ligands
différents. Cela est di a la structure chimique du groupement fonctionnel qui présente
trois oxygenes chargés a - 0,55 (voir la Figure IV.3.a). En gros grain, le groupement
chargé est représenté comme une seule particule possédant une charge de +/- 1, ce qui
fait qu'un résidu ne pourra interagir qu’avec un seul ligand et non plusieurs. Dans ce
cas-la, considérer le nombre de résidus en interaction revient au méme que de considérer
le nombre de ligands car il y a bien une équivalence I résidu = 1 ligand. Ainsi, afin de
correspondre au mieux a la définition de la charge caractéristique n dans le modele SMA
posée par Brooks et Cramer, il a été décidé que la charge caractéristique serait calculée

en fonction du nombre de ligands en interaction uniquement.

Comme défini précédemment, la protéine et les ligands sont considérés en interaction
lorsque la distance minimale PROT-LIG est inférieure a 0,2 nm. La charge caractéristique
a donc été calculée comme étant le nombre de ligands qui possédent une distance minimale
avec les résidus chargés positivement de la protéine inférieure a 0,2 nm. A noter que seule

I'interaction entre les ligands et les résidus chargés positivement est considérée ici afin



IV.2 ETUDE D’UN SYSTEME MONO-PROTEINE

d’exclure les interactions de type liaisons hydrogenes qui peuvent apparaitre, et ainsi ne

prendre en compte que les interactions de type électrostatique.

IV.1.3.2 Facteur stérique

Le facteur stérique o représente le nombre de ligands "cachés" par la protéine qui ne
sont plus disponibles pour interagir avec d’autres protéines, mais qui ne sont pas en
interaction avec la protéine considérée. Cela se traduit ici par le nombre de ligands se
trouvant sous la protéine, mais possédant une distance PROT-LIG supérieur a 0,2 nm.

Afin de déterminer si un ligand est caché ou pas par la protéine, plusieurs techniques
sont applicables. La premiere est issue de Liang et al. (2012) et consiste & considérer
I’ensemble des ligands dont la distance est comprise entre le seuil défini pour déterminer
s'il y a interaction (ici 0,2 nm) et le rayon de gyration de la protéine (environ 1,7 nm).
L’avantage de cette méthode est qu’elle est plutét rapide a mettre en ceuvre car seuls les
outils d’analyses de GROMACS sont nécessaires pour 'appliquer. En revanche, I'incon-
vénient majeur de ce type de méthodes résulte dans le fait de devoir choisir un seuil pour
déterminer si un ligand est caché ou pas. Si ce seuil peut étre aisément déterminé dans
le cas de la charge caractéristique, ce n’est pas le cas ici ou le choix du rayon de gyration
comme seuil est tres arbitraire.

C’est pour cette raison qu'une seconde technique a été développée et appliquée. L’idée
est de représenter la surface projetée de la protéine sur le support chromatographique et
de quantifier le nombre de ligands compris dans cette surface. Cette méthode est illustrée
par la Figure IV.5. Pour cela, les coordonnées cartésiennes en -x et -y de tous les atomes
de 'aChy ont été extraites pour chaque frame sur les 10 dernieres ns de la trajectoire,
soit 11 frames par simulation. Ensuite, un calcul de I’enveloppe convexe de I'ensemble
de ces points a été réalisé a l'aide de la classe Python scipy.spatial. ConvexHull (Barber
et al., 1996), et l'aire de cette surface a été calculée. Ainsi, en connaissant la densité de
ligands au nm?, il est possible d’estimer le nombre de ligands compris dans cette surface.
Finalement, le facteur stérique a été déterminé comme étant la différence entre ce nombre

de ligands et la charge caractéristique.

IV.2 Etude d’un systéme mono-protéine

Les études numériques ont été effectuées premierement a partir d’un systeme simple
mono-protéine, composé de I’a-chymotrypsine et de la résine SP Sepharose FF. Les condi-
tions opératoires sont un pH égal a 5, une concentration chlorure de sodium égale a 100
mM, afin d’étre en accord avec les conditions choisies lors de I’étude expérimentale. Cepen-

dant, afin de ne pas complexifier le systeme, le choix de ne pas représenter explicitement
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FIGURE IV.5 — Illustration du calcul du facteur stérique o par la méthode de l'’enveloppe
convexe. Les coordonnées cartésiennes -x et -y des atomes de la protéine (re-
présentation cartoon avec surface transparente), représentées par des spheres
blanches, sont projetées sur une surface plane (gris). L’enveloppe convexe de
I’ensemble des atomes est dessinée par des lignes rouges.

les molécules du tampon citrate dans les simulations a été fait. Un total de 18 simulations

a été réalisé, soit 3 simulations différentes pour chaque orientation initiale de la protéine.

IV.2.1 Stabilité de I'adsorption

IV.2.1.1 Ciriteres de stabilité

Toutes les simulations ont initialement été lancées pour une durée minimale de 90-
100 ns (selon la puissance de calcul disponible). Des analyses ont été effectuées afin
de déterminer si une adsorption de la protéine sur la surface a eu lieu, et si oui, si
I’adsorption était stable. Si ces deux conditions n’étaient pas remplies, la simulation
était prolongée jusqu’a atteindre ’adsorption de la protéine, avec une durée minimale de
stabilité. Pour déterminer cela, I’évolution de plusieurs observables a été étudiée a ’aide
des outils d’analyse de GROMACS.

DISTANCE MINIMALE ENTRE LA PROTEINE ET LES LIGANDS

Afin de vérifier s’il y a une adsorption, et donc une interaction entre la protéine et le
support chromatographique, une des méthodes les plus simples et directes est d’observer

I’évolution de la distance minimale entre les deux. L’outil d’analyse mindist permet de
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calculer, a partir des coordonnées cartésiennes de tous les atomes du systéme au cours
du temps, la distance minimale entre deux groupes d’atomes, le premier groupe étant
la protéine et le deuxieme 'ensemble des ligands. Les résultats sont présentés en Figure
IV.6. Pour I'ensemble des simulations, la distance minimale PROT-LIG finit par atteindre
des valeurs oscillant entre 0,15 et 0,17 nm. Ces distances correspondent aux distances
minimales possibles entre deux atomes en tenant compte de leur rayon de Van der Waals
(explicité dans le champ de force). Ainsi, selon ces résultats, il est considéré que la protéine
est en interaction avec les ligands lorsque la distance minimale PROT-LIG est inférieure

a 0,2 nm.

DISTANCE MINIMALE ENTRE LE CENTRE DE MASSE DE LA PROTEINE ET LES LIGANDS

De la méme maniere que mindist, 'outil de GROMACS pairdist permet entre autres de
calculer des distances minimales entre deux groupes d’atomes. Son intérét réside dans le
fait de pouvoir sélectionner les positions de référence pour le calcul des distances. L'une
des possibilités est donc de considérer uniquement le centre de masse (COM) d’un groupe
d’atomes, comme ici le centre de masse de ’aChy. Ainsi, le calcul permet de visualiser
I’évolution de la position du centre de masse de la protéine par rapport aux ligands,
ou plus précisément par rapport au ligand le plus proche. Les résultats sont présentés
en Figure IV.7. L’intérét de 'observation de la position du COM de la protéine est de
mettre en évidence les réorientations et rotations de la protéine au cours de la simulation.
En effet, comme l'illustre la Figure IV.7, certaines simulations montrent que méme apres
I'adsorption de la protéine (lorsque PROT-LIG < 0,20 nm), la distance COM-LIG fluctue
toujours, ce qui traduit une réorientation de la protéine a la surface, qui tente de trouver
son orientation la plus favorable a une adsorption stable. Cela explique également le fait
que ces deux observables ne convergent pas au méme moment, le COM-LIG semble mettre
plus de temps a se stabiliser. En revanche, il est difficile de définir un seuil minimal comme
pour PROT-LIG, le COM ne convergeant pas vers la méme valeur selon les simulations.
Toutefois, si la distance COM-LIG se trouve généralement en dessous de 3 nm, elle ne

peut pas étre inférieure au rayon de gyration de la protéine, qui est d’environ 1,7 nm.

RMSD DE LA PROTEINE

Une protéine possede une certaine flexibilité et peut se déformer au cours du temps
selon I'environnement auquel elle est soumise. Cette flexibilité est visible durant les si-
mulations en tout-atome, la protéine n’étant pas considérée comme un bloc rigide mais
comme un assemblage d’atomes non restreints. Le calcul du RMSD Root Mean Square
Deviation permet de visualiser cette déformation au cours du temps. Le calcul est ap-

pliqué la plupart du temps sur le squelette de la protéine car une forte déformation du
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FIGURE IV.6 — Evolution de la distance minimale entre les ligands et 1’a-chymotrypsine PROT-
LIG au cours du temps, pour chaque orientation (O1-6, figures (a) a (f)) et les
répétitions correspondantes (MD1 en rouge, MD2 en vert et MD3 en bleu). Les
lignes en pointillé verticales correspondent au temps d’adsorption et les lignes

en pointillé horizontales correspondent au seuil de 0,2 nm.
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FI1GURE IV.7 — Evolution de la distance minimale entre les ligands et le centre de masse de
la-chymotrypsine COM-LIG au cours du temps, pour chaque orientation (O1-
6, figures (a) a (f)) et les répétitions correspondantes (MD1 en rouge, MD2 en
vert et MD3 en bleu). Les lignes en pointillé verticales correspondent au temps
d’adsorption et les lignes en pointillé horizontales correspondent au seuil de 3
nm.
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squelette peut traduire un changement conformationnel important de la protéine. En pra-
tique, pour chaque frame étudiée, les coordonnées cartésiennes des atomes du squelette
sont comparées aux coordonnées de la structure de référence de la protéine. Le RMSD
représente I'écart avec la référence au cours du temps et permet d’obtenir des graphes
comme illustré en Figure IV.8. En général, la protéine est considérée comme stable lorsque
le RMSD atteint un plateau.

Il a été observé que I'étude du RMSD pour déterminer la stabilité de ’adsorption ne
semble pas pertinente dans cette étude. Pour certaines simulations, le RMSD dépasse le
seuil de 0,2 nm au moment de I'adsorption, et cela malgré une stabilité des deux autres
observables PROT-LIG et COM-LIG. Ce phénomeéne est dii majoritairement a la struc-
ture particuliere de I’a-chymotrypsine, qui est composée de trois chaines indépendantes.
Ainsi, apres adsorption et stabilisation de la protéine, les extrémités des chaines ne par-
ticipant pas a I'adsorption peuvent bouger car elles possedent une liberté de mouvement.
L’augmentation du RMSD est donc due a cette flexibilité des extrémités, mais elle ne

traduit pas pour autant un changement conformationnel de la protéine.

En conclusion, 'adsorption de la protéine lors des simulations sera considérée comme
stable lorsque (i) la distance minimale PROT-LIG sera inférieure & 0,20 nm et (ii) la
distance COM-LIG ne fluctuera plus significativement. Ces deux conditions devront étre
respectées pendant un minimum de 10 ns consécutives en fin de simulation. Le Tableau
IV.2 répertorie les temps de simulation et les temps d’adsorption pour chacune des 18

simulations.

IV.2.1.2 Analyse de 'adsorption et comportement de la protéine

Les 18 simulations ont toutes abouti a une adsorption de I’aChy sur la surface chro-
matographique. Comme l'illustrent les Figures IV.6 et IV.7, la majorité d’entre elles ont
montré une adsorption stable avant 100 ns, le temps moyen d’adsorption étant de 54
ns. Il semblerait qu’aucune des six orientations initiales ne soient défavorables et aient
empéché 'adsorption de la protéine sur le support. Cependant, certaines orientations,
comme par exemple l'orientation 2, paraissent particulierement favorables a ’adsorption
car les trois simulations ont montré une adsorption rapide et sans réorientation préalable
de la protéine dans la boite. Dans ce cas de figure, les résidus participant a l'adsorption
semblent avoir été orientés directement vers le support chromatographique.

Les fluctuations de la distance COM-LIG montrent que dans la plupart des cas, la
protéine se réoriente dans la boite de simulation avant ’adsorption afin de trouver son
orientation la plus favorable. Il y a aussi des cas ou la protéine se réoriente apres 1’ad-
sorption, comme par exemple la simulation MD1-O3 ot malgré une adsorption au bout

de 50 ns, la position de la protéine ne se stabilise uniquement qu’a partir de 90 ns.
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FIGURE IV.8 — Evolution du RMSD de P’a-chymotrypsine au cours du temps, pour chaque
orientation (O1-6, figures (a) a (f)) et les répétitions correspondantes (MD1 en

rouge, MD2 en vert et MD3 en bleu).
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TABLEAU IV.2 — Temps de simulations totaux et temps d’adsorption pour chacune des 18 simu-

lations.
Répétition Temps de simulation Temps d’adsorption
Orientation MD total (ns) (ns)
1 130 70
1 2 90 25
3 100 70
1 90 15
2 2 100 48
3 100 34
1 110 90
3 2 95 54
3 100 29
1 95 36
4 2 100 11
3 150 106
1 90 16
5 2 100 24
3 300 227
1 100 8
6 2 120 91
3 100 16

Deux comportements particuliers ont également été identifiés : (i) la simulation MD3-
05 a di étre prolongée jusqu’a 300 ns, car la protéine a subi naturellement des translations
et orientations dans la boite du fait de 'agitation thermique, avant de trouver son orien-
tation optimale, et (ii) les simulations MD3-O4 et MD2-O6, qui montrent que la protéine
s’est approchée du support puis éloignée, avant de finalement s’adsorber de nouveau. La
Figure IV.9 illustre en détail la simulation MD2-O6 en représentant 8 clichés ou snap-
shots, qui montrent les phases de diffusion et d’adsorption de la protéine au cours de la

simulation.

Ces résultats permettent également d’illustrer le caractere aléatoire de ces simulations,
trois simulations produites a partir d'un méme point de départ ne donnent pas le méme
résultat. Cela est particulierement visible pour 'orientation 5, dont I'une des simulations

a nécessité un temps de simulation bien plus long pour aboutir & une adsorption.
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time 0ns 20 ns 40 ns 60 ns
Prot-LIG 0.74 nm 0.19 nm 0.29 nm 1.63 nm
COM-LIG  3.78 nm 2.81 nm 2.90 nm 4.75 nm

time 80 ns 91 ns 100 ns 120 ns
Prot-LIG 0.17 nm 0.17 nm 0.18 nm 0.17 nm
COM-LIG 3.29 nm 3.14 nm 3.13 nm 3.07 nm

FI1GURE IV.9 — Visualisation au cours du temps de 'adsorption de I’a-chymotrypsine sur la SP
Sepharose lors de la simulation MD2-O6. Pour chaque cliché, le temps de simula-
tion et les distances PROT-LIG et COM-LIG sont données. Les résidus Lys169
et Lys170, correspondant aux principaux résidus impliqués dans ’adsorption,
sont représentés sous forme de spheres, le reste de la protéine étant montrée
sous une représentation cartoon.

IV.2.2 Etude de I'interaction protéine-ligands

IV.2.2.1 Identification des patches d’adsorption

Etant donné que toutes les simulations réalisées ont conduit & une adsorption de la
protéine sur la surface chromatographique, il est possible de définir les résidus (chargés
positivement) impliqués dans l'interaction. Pour cela, durant les 10 dernieres nanose-
condes de chaque simulation, la distance entre chaque résidu et I’ensemble des ligands est
calculée. Ainsi, les résidus possédant une distance inférieure a 0,2 nm de la surface chro-
matographique sont considérés comme en interaction. L’ensemble des résidus impliqués
est appelé un patch d’adsorption, ou encore binding patch. A pH 5, les résidus titrables
positivement chargés sont principalement les Lysines et les Arginines.

La Figure IV.10 présente les différents résidus positifs identifiés comme participant a
I'interaction. Leur taux de présence a proximité des ligands, qui correspond a la fraction
de temps pendant laquelle la distance résidu-ligands est inférieure a 0,2 nm, est donné.
En effet, il peut arriver qu’au cours de la simulation, certains résidus se rapprochent des
ligands sans pour autant rester en interaction. D’autres résidus ont également été identifiés
comme étant proches des ligands pendant la phase d’adsorption mais ne donnaient pas

lieu a des interactions électrostatiques. Par exemple, la Sérine-92, qui n’est pas chargée, se
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retrouve a une distance inférieure a 0,2 nm des ligands a cause de sa proximité immédiate
de la Lysine-93, qui est une lysine participant a l'interaction. Il arrive également que des
résidus puissent former une liaison hydrogene entre leur groupe hydroxyle et les atomes
d’oxygene du groupe sulfopropyl des ligands. Tous ces résidus ne sont pas considérés
comme résidus liants. En revanche, il faut noter que I’Alanine-149 a été impliquée dans
certaines adsorptions et comptée comme résidu liant. En effet, Ala149 correspond au N-
terminal de la troisieme chailne de I’a-chymotrypsine qui se retrouve chargé positivement

au pH de travail et forme un patch d’adsorption avec I’Arginine-145.

1 91 64 100 100
1 2 27 64 0%
3 100 100
1 100 73 73 64 91
2 2 46 100 27
3 46 100 100 100
1 91 73
3 2 82 100 73 27 100 0
3| 82 46 90 82
11 100 100 27 82
4 2| 8 73 100
3| 100 9 90 18
1 82 91 100%
5 2| 100 100 9
3 73 18 100 64
1 90 64 100
6 2 82 100 27 9
3 73 100 100 100
Orient. MD| Lys36 Lys84 Lys87 Lys90 Lys93 Arg145 Ala149 Lys169 Lys170 Lys175 Lys177

FI1GURE IV.10 — Taux de présence durant les dernieres 10 ns des simulations des résidus chargés
positivement impliqués dans les adsorptions.

L’analyse de ces taux de présence souligne la présence de 4 patches récurrents, supposés
les plus favorables a I'adsorption. Ces patches (notés P) peuvent étre définis comme :
— P1: Argl45 - Alal49
— P2 : Lys36 - Lys84 - Lys87 - Lys90
— P3: Lys93
— P4 : Lys169 - Lys170 - Lys175 - Lys177
Ces quatre patches sont représentés en Figure IV.11, qui montre la protéine adsorbée a
la fin (derniere frame) de quatre simulations. Il faut noter que plusieurs patches peuvent
étre impliqués dans une méme adsorption. En effet, le choix a été fait de faire apparaitre

Lys93 dans un patch a part car du fait de sa localisation entre P2 et P4, il peut participer a
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I’adsorption en méme temps que P2 ou P4. Cela dépend majoritairement de la topologie
de la protéine et de l'orientation que celle-ci a adopté sur la surface. Par exemple, la
simulation MD1-O1 possede un binding patch comprenant a la fois P3 et P4. En revanche,
du fait de la géométrie de la protéine, il n’est pas possible d’impliquer a la fois P2 et P4
dans une adsorption. De plus, le patch P1 est différencié des autres de par sa forme
particuliere, les résidus étant situés aux extrémités de deux chaines. Malgré le fait que
ce patch ne comprenne que deux résidus, il semblerait qu’il puisse avoir une certaine
interaction avec les ligands car sa forme lui permet de pénétrer entre les ligands.
L’ensemble des résidus impliqués dans ’adsorption sont globalement localisés sur une
méme face de la protéine comme le montre la Figure IV.11.e. Cette face correspond
d’ailleurs a la zone chargée positivement qui a été identifiée sur la Figure IV.1.a. Ainsi,
comme attendu, cette zone de la surface de la protéine semble étre la plus favorable a

une interaction électrostatique avec le support chromatographique.

IV.2.2.2 Energies libres de liaison

Afin d’évaluer la force de l'interaction entre la protéine et les ligands durant la phase
d’adsorption, des calculs d’énergies libres de liaison ont été réalisés. Pour cela, la méthode
de calcul MM-PBSA (présentée dans le chapitre bibliographique, paragraphe 11.4.1.6) a
été utilisée. Pour chaque simulation, les valeurs d’énergies libres de liaison totales sont
présentées dans le Tableau IV.3 ainsi que les différentes contributions, i.e. les énergies de
van der Waals, électrostatiques, de solvatation polaire et non-polaire.

Premierement, il est important de noter que ces valeurs d’énergies libres seront essen-
tiellement utilisées & but comparatif. En effet, il est reporté dans la littérature (Latour,
2008; Ozboyaci et al., 2016) que les valeurs numériques calculées par la méthode MM-
PBSA sont en général surestimées. Néanmoins, cela permet de pouvoir comparer des
simulations, des états du systeme différents et de déterminer lesquels paraissent les plus
énergétiquement stables (autrement dit, lorsque ’énergie est la plus basse).

Une premiere analyse des valeurs d’énergies totales permet de constater qu’il existe
effectivement des patches préférentiels, présentés dans les Tableaux IV.3 et IV.5. Ainsi,
il est clairement visible que les patches identifés précédemment contenant des lysines
présentent les énergies les plus faibles, et donc les plus favorables. Il existe cependant
quelques exceptions, comme la simulation MD1-O4, qui montre une valeur d’énergie plus
haute que MD1-O6 malgré des patches d’adsorption similaires. Il faut également noter
que les calculs d’énergies ont été effectués uniquement sur la derniere frame de chaque
simulation en raison du temps de calcul élevé de la méthode MM-PBSA. Il aurait été
idéal de pouvoir calculer les énergies durant les 10 derniéres nanosecondes de chaque
simulation avec un pas de temps réduit, afin d’en extraire une moyenne avec ses écarts-

types. Il peut donc arriver que pour certaines simulations, ’énergie calculée a ce temps
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(b)

(d)

Ala149

FIGURE IV.11 — Représentation de I’a-chymotrypsine adsorbée a la fin de 4 simulations, mon-
trant ainsi les 4 patches d’adsorption identifiés. Les clichés sont issus des simu-
lations : (a) MD3-01, (b) MD3-04, (c) MD1-06 et (d) MD3-02. Les 4 patches
sont mis en évidence par des couleurs : P1 (magenta), P2 (vert), P3 (bleu) et
P4 (orange). La Figure (e) montre la protéine et ses 4 patches sous les mémes
vues que sur la Figure IV.1.
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final ne soit pas totalement représentatif de la phase d’adsorption. Enfin, il est également
possible que malgré la stabilité apparente de 'adsorption selon les criteres définis dans
le paragraphe IV.2.1.1, ce ne soit pas tout a fait le cas et qu'une autre orientation plus
favorable existe. Cette observation montre également 'importance d'un échantillonnage
correct du systeme afin de pouvoir observer des tendances globales. En effet, les patches
d’adsorption les plus probables semblent étre une combinaison du patch P3 avec P4 voire
P2.

Le Tableau IV.3, qui présente également les différentes contributions a 1’énergie libre
de liaison, montre que les effets électrostatiques sont, comme attendu, les interactions
dominantes. Le terme électrostatique, calculé grace a la loi de Coulomb, représente les
interactions électrostatiques dans le vide entre la protéine et les ligands et apporte la
plus grande contribution a I’énergie totale. L’énergie de solvatation polaire quant a elle
permet de contre-balancer ces effets car cela traduit le passage dans le solvant a partir du
vide du complexe protéine-ligand. Pour autant, les interactions électrostatiques restent
suffisamment importantes pour rester prédominantes dans 1’adsorption. Méme s’il parait
logique que lors du mécanisme d’échange d’ions, la contribution électrostatique a 1’énergie
de liaison soit dominante, il est également possible que ces effets soient largement sures-
timés du fait du nombre importants de ligands dans le systéme. Traditionnellement, les
méthodes MM-PBSA ont été développées afin d’étudier 'interaction entre une protéine
et un seul ligand, comme cela est décrit dans le chapitre bibliographique (section 11.4.1.6).
Ici, lors de l'utilisation de 1'outil de calcul ¢ mmpbsa, ce n’est pas un ligand qui a été
considéré mais I’ensemble des ligands avec les contre-ions. Le choix a été fait de conserver
les contre-ions Na™ se trouvant & proximité immédiate de la surface chromatographique
afin de neutraliser les ligands, et ainsi minimiser leur impact dans le calcul de 1’énergie
électrostatique. Une autre solution aurait été de calculer les énergies de liaisons unique-
ment entre la protéine et ’ensemble des ligands en interaction. Au final, cette technique

a permis de réduire d'un facteur 10 environ la valeur calculée de 1’énergie électrostatique.

IV.2.3 Comparaison des résultats expérimentaux et des simula-

tions

IV.2.3.1 Charge caractéristique et facteur stérique

Les deux parametres de la loi SMA, estimés a la fois grace a des expériences macro-
scopiques et a des simulations moléculaires, ont été comparés. Cela est possible grace
a la signification physique des ces parametres qui permet leur détermination a 1’échelle

macroscopique et a I’échelle moléculaire. Il s’agit donc d’un moyen de pouvoir confronter
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les résultats issus des simulations et de vérifier la robustesse des calculs, afin de pouvoir

par la suite utiliser les simulations dans un but prédictif.

Les résultats des calculs des parametres SMA pour 'aChy, a pH 5 et Cyocr = 100 mM,
sont présentés dans le Tableau IV.4. Deux moyennes ont été calculées a partir des valeurs
issues des simulations : une moyenne non pondérée et une moyenne pondérée basée sur
les valeurs d’énergies libres. Cette moyenne permet de prendre en compte la probabilité
d’apparition d’un patch d’adsorption, en supposant ainsi que les patches possédant les
énergies libres les plus favorables soient les orientations prédominantes d’adsorption. De
plus, afin de pouvoir mieux étudier les valeurs des parametres SMA, le Tableau IV.5
récapitule les différentes données issues des analyses des simulations, a savoir les résidus
participant a I’adsorption, les charges caractéristiques, les facteurs stériques et les énergies
libres totales.

La charge caractéristique n, estimée a 5,1 a partir des isothermes déterminées expéri-
mentalement, présente une bonne cohérence avec la valeur moyenne non pondérée, qui est
de 4,7 + 1,6. L’écart-type semble important, mais il est majoritairement dii a certaines
exceptions présentant des patches particuliers, comme par exemple le P2 qui présente une
interaction plus faible que les autres patches, ou encore certaines adsorptions impliquant
de nombreux résidus. Malgré cela, la valeur moyenne semble bien représenter la majo-
rité des charges calculées, ce qui signifie qu’il existe bien des orientations préférentielles
d’adsorption. Cette observation est confirmée par le calcul de la moyenne pondérée avec
I'énergie, qui tend a se rapprocher encore plus de la valeur issue des expériences (4,9).
Il n’est donc pas incohérent de supposer que l'orientation optimale pour la protéine lors
de I'adsorption montre 1’énergie de liaison la plus faible, il semblerait également que ce
soit la plus probable. Ainsi, selon les calculs d’énergies (Tableau 1V.3), les adsorptions

impliquant P3 et P4 paraissent les plus stables.

Les valeurs du facteur stérique o issues des simulations sont en revanche plus éloignées
de celle issue des expériences. L’ordre de grandeur entre les deux méthodes est toutefois le
méme et les résultats sont en bon accord. Comme dans le cas de la charge caractéristique,
la moyenne pondérée est plus proche de la valeur expérimentale méme si le changement
est ici bien moins significatif. La différence entre ces deux valeurs de ¢ pourrait s’expliquer
en grande partie par I'incertitude sur la surface spécifique de la SP Sepharose FF. En
effet, lors de la préparation des simulations, la surface chromatographique a été construite
selon une densité de ligands calculée a partir de cette surface spécifique, dont la valeur est
issue de la littérature (DePhillips et Lenhoff, 2000). Or, il est probable que cette valeur
soit éloignée de la réalité, et ce pour plusieurs raisons. La premiere est que la surface
spécifique d’une résine est usuellement mesurée par des méthodes expérimentales telles
que la méthode BET (Brunauer-Emmett-Teller). Comme indiqué dans le paragraphe
I1.3.2.3, cette méthode est difficilement applicable a des matrices de type agarose qui

peuvent subir des altérations importantes lors de 1'étape de séchage. C’est pour cela
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TABLEAU IV.4 — Charges caractéristiques n et facteurs stériques o calculés a partir des simu-
lations. Deux moyennes (non pondérée et pondérée sur 1’énergie libre) ainsi
que leurs écarts-types ont été calculés et comparés aux valeurs issues des ex-

périences.
Répétition
Orientation MD Charge Facteur stérique
1 6,8 42,8
1 2 1,0 56,6
3 4,6 52,8
1 6,5 45,5
2 2 3,3 44,0
3 5,9 45,1
1 2,6 52,7
3 2 6,4 44,3
3 5,6 51,5
1 6,0 49,4
4 2 4,2 52,5
3 4,2 53,5
1 2,6 55,3
5 2 4,4 50,7
3 4,4 46,9
1 4,6 51,4
6 2 4,1 47,7
3 7,0 41,2
Valeurs moyennes ~ NOn 47+ 1.6 491+ 4.6
issues des ponderée o o
simulations Pondérée 4915 48,5+4,3
Valeurs issues des expériences 51 28,3

que DePhillips et Lenhoff (2000) ont tenté d’appliquer une méthode de chromatographie
d’exclusion de taille inverse, permettant d’obtenir la valeur utilisée dans ce travail. Ainsi,
il est difficile de conclure de la pertinence de cette valeur de surface spécifique pour le
calcul de la densité des ligands. La deuxieéme raison peut résulter du fait que les mesures
de surface ont été réalisées il y a deux décennies et que la fabrication de la résine ait
légerement évolué. Enfin, il est également probable que lors de ces mesures, la surface
accessible par les molécules utilisées ne correspondent pas a celle réellement accessible

par une protéine, qui possede une taille différente. Il semblerait donc que la densité
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de ligands calculée pour la construction numérique du support chromatographique soit
surestimée. Une autre source d’erreur peut également provenir de la mesure de la capacité
ionique totale de la résine, qui a été déterminée expérimentalement (cf paragraphe I11.1.1).
Cependant, I’écart-type issu de ces mesures de capacité suggerent une bonne répétabilité
des expériences et ne semblent pas étre la source la plus importante d’incertitudes. Les
travaux de Gadam et al. (1993) montrent par ailleurs que la capacité ionique est un
parametre important a prendre en compte car elle influe grandement sur la valeur du
facteur stérique En effet, leur valeur de facteur stérique, déterminée avec une résine
possédant une capacité deux fois supérieure a celle de la SP Sepharose, est également
deux fois plus importante.

A la fois pour n et o, une autre source d’erreur peut étre liée a la méthode de détermi-
nation des parametres SMA par la méthode des moindres carrés (cf paragraphe 111.3.2.3).
Comme discuté dans le chapitre expérimental, cette méthode ne permet pas d’obtenir
un intervalle de confiance sur les valeurs ajustées. C’est une méthode mathématique qui
mene au meilleur ajustement possible, mais d’autres parameétres peuvent également mon-
trer un bon ajustement en considérant toutes les incertitudes de mesures. De plus, les
résultats issus des simulations sont également dépendants du champ de force choisi, de
I’échantillonnage conformationnel mais également de I’environnement considéré. Les sels
composant la solution tampon ne sont par exemple pas pris en compte ici car ce sont des
molécules complexes, et la force ionique a été traduite par une concentration équivalent
en NaCl.

IV.2.3.2 Constante d’équilibre

Selon la définition de I’énergie libre présentée dans le paragraphe I1.5, il est possible de
calculer une valeur d’énergie libre a partir des données expérimentales. Ainsi, a pH 5, la
constante d’équilibre de la réaction a été mesurée comme étant égale a 11, 1’énergie libre

peut donc étre estimée selon :
AG° = —RTIn K = —8,314 x 293 x In 11 = —5,841k.J/mol (IV.1)

Malgré toutes les hypotheses prises en compte (notamment les activités en solution égales
a 1 dans le calcul de K), les valeurs d’énergies libres calculées par le biais des expériences
et celles issues des simulations sont radicalement différentes (écart d'un facteur 1000
environ). Outre le fait que les calculs de MM-PBSA sont généralement surestimés, il
semblerait que ces calculs issus des simulations ne correspondent pas tout a fait a la
réalité physique du systeme. Lors d’un échange d’ions, une multitude de protéines se
trouvent en solution et/ou sur I'adsorbant et peuvent influencer la force de 'interaction.
Or, tout cet environnement n’est pas réellement pris en compte dans les calculs autrement

que par le biais des conditions périodiques, ce qui reste limité et assez peu représentatif des
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conditions réelles. De plus, la constante d’équilibre estimée expérimentalement représente
bien un équilibre global du systeme, alors que les calculs de MM-PBSA sont focalisés sur

une seule molécule adsorbée.

Finalement, si ces calculs d’énergies libres semblent étre pertinents pour mieux com-
prendre le mécanisme d’adsorption d’'une protéine sur un support, ils ne paraissent en

revanche pas représentatifs de 1’équilibre global lors d’un échange d’ions.

1V.2.4 Conclusion

Des simulations de dynamique moléculaire ont été réalisées afin de mieux comprendre le
comportement de I’a-chymotrypsine lors de I’échange d’ions sur la résine SP Sepharose FF,
dans des conditions de pH 5 et avec une concentration en chlorure de sodium égale a 100
mM. Afin d’échantillonner au mieux le systeme et d’acquérir des données représentatives
de I’échelle macroscopique, six orientations initiales de la protéine ont été étudiées et trois
simulations ont été réalisées pour chacune d’elles. Ainsi, les analyses de ces 18 simulations
ont permis d’estimer les parametres de la loi d’action de masse stérique, qui ont également

été mesurées expérimentalement a 1’échelle macroscopique.

D’une part, quatre patches d’adsorption (résidus participant a ’adsorption) ont pu
étre identifiés comme étant la forme prédominante d’adsorption, ce qui a été confirmé
par des calculs d’énergies libres de liaison en utilisant la méthode MM-PBSA. D’autre
part, la comparaison des parametres SMA a montré une bonne concordance, spécialement
pour la charge caractéristique et le facteur stérique, méme si la prédiction de ce dernier
reste a améliorer. En effet, une incertitude existe quant a la détermination de la densité
de ligands sur la surface chromatographique, qui se répercute sur la valeur du facteur
stérique. Enfin, il apparait que la constante d’équilibre de la loi SMA ne puisse pas étre
prédite par les simulations, et en particulier par les calculs d’énergies libres de liaison.
Les valeurs d’énergies calculées par la méthode MM-PBSA sont tres surestimées et ne
permettent pas en I’état de retrouver une valeur de la constante d’équilibre similaire a

celle obtenue expérimentalement.

Au vu de ces premiers résultats, il semblerait que les simulations a 1’échelle atomique
permettent de mieux comprendre les mécanismes d’adsorption, et en particulier de pré-
dire certains parametres macroscopiques directement liés a la protéine. En effet, des trois
parametres de la loi SMA, la charge caractéristique a été mieux prédite car elle dépend
quasi exclusivement de la protéine, qui est bien connue et modélisée. Le facteur stérique
quant a lui dépend non seulement de la protéine mais également de la surface chroma-
tographique, et méme si les valeurs comparées sont du méme ordre de grandeur, il reste
encore des ajustements a faire. Finalement, le parametre le plus compliqué a prédire est

la constante d’équilibre, probablement parce qu’elle ne dépend pas seulement d'une pro-
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téine, mais de tout un environnement complexe (multitude de protéines en solution, force

ionique, etc.) qui est difficile & représenter & une si petite échelle.

I1V.3 Influence de 'environnement

Lors de cette étude, le systéme mono-constituant composé de I’a-chymotrypsine et de
la résine SP Sepharose FF a été conservé ainsi que toute la méthodologie mise en place
précédemment. Seuls la force ionique et le pH ont été modifiés consécutivement afin de
pouvoir identifier les effets d’un changement de ces deux parametres sur ’adsorption de
I’aChy.

IV.3.1 Effet de la force ionique

En chromatographie d’échange d’ions, il est primordial de contréler la force ionique de
la solution car elle influe grandement sur la capacité de rétention d’une protéine sur une
résine. Comme cela a été montré dans le chapitre expérimental, la capacité de rétention
décroit avec 'augmentation de la force ionique, jusqu’au moment ou la compétition entre
la protéine et les ions en solution est trop forte et la protéine ne peut plus se fixer.
Dans le cas du systeme aChy — SP Sepharose, le tracé de la courbe de percée dans
des conditions de pH 5 (tampon citrate 50 mM) avec ajout de 400 mM de NaCl (voir
paragraphe 111.3.2.3) a montré que la protéine ne s’était pas fixée, ou du moins pas en
quantité suffisante pour étre détectable lors des analyses. De plus, la mesure du gradient
d’élution et de la conductivité au point d’élution a confirmé cette observation, le pic
d’élution se trouvant a une concentration en NaCl d’environ 270 mM.

Pour cette raison, quelques simulations ont été mises en place avec une concentration
en ions sodium Na™ égale a 500 mM, ce qui correspond a la totalité des ions Nat présents
dans le sel (400 mM) et dans le tampon citrate (100 mM). Six simulations ont été réalisées,
soit une simulation par orientation initiale de la protéine, et le temps de simulation total
a été fixé a 200 ns pour chacune d’elles. Les principaux résultats sont présentés dans le
Tableau IV.6, i.e. le temps d’adsorption, la charge caractéristique, le facteur stérique et
I’énergie libre totale de liaison.

La premiere constatation est que sur les six simulations réalisées, la moitié a abouti
a une adsorption de la protéine sur la surface avant 200 ns. Il faut cependant noter que
dans le Tableau IV.6, les charges, facteurs stériques et énergies libres sont calculés unique-
ment a titre indicatif et comparatif car ils ne peuvent pas étre confrontés a des données
expérimentales, aucune adsorption n’ayant pu étre mesurée. De plus, les moyennes de

ces parametres ont été calculées sur seulement trois simulations, qui peuvent ne pas étre
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représentatives du systeme global. Il est néanmoins intéressant de remarquer qu’une aug-
mentation de la concentration en sel dans la boite de simulation influe bien sur la capacité
de rétention de la protéine, qui a du mal a se fixer. En effet, pour certaines simulations,
I'analyse de la distance minimale PROT-LIG au cours du temps (Figure IV.12) montre
que 'aChy a tenté de s’adsorber mais s’est finalement éloignée de la surface, peut-étre
a cause de la trop forte compétition avec les ions en solution. Contrairement a ce que
montrent les résultats expérimentaux, la protéine réussit tout de méme a se fixer sur la

surface chromatographique dans la moitié des cas.

D’une part, cela semble confirmer que les effets électrostatiques sont potentiellement
surestimés lors des simulations, ce qui peut conduire a une surévaluation des probabilités
d’adsorption. En effet, 'effet de ’environnement ne peut étre représenté correctement avec
une seule protéine, cette simplification pouvant amplifier les effets électrostatiques sur la
protéine considérée. Par ailleurs, les énergies libres de liaison, bien que supérieures a celles
obtenues a 100 mM, restent favorables a une interaction. D’autre part, il est probable
que la protéine soit effectivement retenue en tres petite quantité, mais qui serait trop
faible pour étre mesurable expérimentalement. Il est également possible que la protéine
interagisse avec la surface mais que le systéme obtenu ne soit pas assez stable et donc que
la protéine finisse par se désorber du support. Enfin, il faut également souligner qu’il existe
un aspect qui n’est pas pris en compte dans les simulations qui est le transfert de matiere
de la protéine jusqu’au support chromatographique. Lors des simulations, la protéine
est placée a une distance tres proche de la surface de maniere a étudier uniquement le
mécanisme de rétention, et le transport de la protéine est négligé. Or, expérimentalement,
la grande quantité d’ions en solution écrantant le champ électrique généré par le support
peuvent entraver la bonne diffusion des protéines et ainsi les empécher de se rapprocher
suffisamment de la surface chromatographique et donc de s’adsorber (empéchant 'effet

Donnan de se produire (Gregor, 1951)).

IV.3.2 Effet du pH

Le pH de la solution est un parametre clé en chromatographie ionique car il conditionne
les états de protonation des résidus titrables de la protéine. Il peut donc étre pertinent
d’étudier I'effet du pH a I’échelle locale sur le mécanisme d’adsorption d’une protéine.

Pour rappel, a ce pH, la protéine est globalement moins chargée qu’a pH 5 (charge
de 45 au lieu de +7) mais semble présenter une face toujours tres chargée positivement,
comme discuté dans le paragraphe IV.1.1.1. Expérimentalement, I’aChy a montré une
moins bonne affinité avec la SP Sepharose FF a pH 7, ce qui s’est traduit au niveau
des parametres SMA par une forte baisse de la constante d’équilibre K. Par ailleurs,

afin d’obtenir un bon ajustement des parametres SMA avec seulement deux isothermes,
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I’hypothese de considérer le facteur stérique a pH 7 égal a celui a pH 5 a été posée. Ainsi,
la charge caractéristique calculée dans ces conditions s’est avérée tres similaire a celle a
pH 5.

IV.3.2.1 Configuration du systeme

Douze simulations avec 1’a-chymotrypsine ont été réalisées a pH 7, qui est un pH
compris entre le pH de référence fixé a 5 et le pl de la protéine. Les douze simulations
correspondent a deux simulations différentes pour chacune des six orientations initiales
définies précédemment. Une concentration en NaCl de 100 mM a été conservée, afin de
pouvoir comparer les résultats avec ceux obtenus a pH 5. Ainsi, le protocole appliqué
pour les simulations a pH 5 est conservé, la seule différence réside dans la structure de
la protéine et I'assignation des hydrogenes afin de respecter les états de protonation des

résidus. Toutes les durées de simulations ont été fixées a 100 ns.

1V.3.2.2 Résultats

Les principaux résultats obtenus par la simulation a pH 7, i.e. le temps d’adsorption, la
charge caractéristique, le facteur stérique et I’énergie libre totale de liaison, sont présentés
dans le Tableau IV.7. Tout d’abord, a ’exception d’une simulation qui n’a pas abouti a
une adsorption durant les 100 ns (MD1-03), la protéine ne semble pas avoir de difficulté a
s’adsorber malgré le changement de pH. Les patches d’adsorption identifiés précédemment
sont conservés, ce qui est un résultat logique compte-tenu de I’état de protonation des
lysines. En effet, en dessous d'un pH de 9,74 (voir Tableau II.1), les lysines se trouvent
sous une forme protonée. Or, elles composent les trois patches d’adsorption P2-P3-P4
qui paraissent étre les patches préférentiels d’adsorption. Il est cependant intéressant de
noter que contrairement aux résultats & pH 5, le patch P2 semble étre prédominant (8
simulations sur les 12 au total). Il semblerait également que 'orientation de départ de
la protéine dans la boite influence la position de la protéine finale, car ce sont essentiel-
lement les patches P3-P4 qui sont retrouvés pour les trois premieres orientations. Enfin,
I'orientation 3 semble ne pas étre favorable a I’adsorption car I'une des deux simulations
n’a pas abouti a une adsorption. Cette simulation n’ayant pas été prolongée, la durée fixée
de 100 ns n’a pas été suffisante pour que la protéine puisse correctement se réorienter

pour ensuite s’adsorber.

Les parametres SMA calculés a partir des simulations ont été comparés a ceux obtenus
expérimentalement. De la méme maniere qu’a pH 5, les charges caractéristiques calculées
a partir des deux méthodes sont en bon accord. Ce n’est pas nécessairement le cas pour le
facteur stérique pour I’ensemble des raisons évoquées dans le paragraphe IV.2.3.1, méme

si les valeurs restent malgré tout dans le méme ordre de grandeur.
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Lors de I'étude expérimentale, il a également été mis en évidence que la charge et
le facteur stérique étaient similaires pour les deux pH étudiés. Ce résultat semble étre
confirmé par les résultats des simulations, les valeurs des parametres SMA montrant
finalement peu de différences avec les valeurs précédemment obtenues a pH 5. La charge
caractéristique est plus élevée, mais pas de facon significative compte-tenu de ’écart-
type et du nombre plus limité de simulations (12 au lieu de 18). Au regard des patches
d’adsorption impliqués, il parait finalement logique que la charge soit quasiment la méme
car ce sont les mémes lysines qui entrent en interaction avec le support, et interagissent
en moyenne avec un méme nombre de ligands. De méme, le facteur stérique est tres
semblable a celui obtenu a pH 5, sa valeur dépendant essentiellement de la géométrie et
de 'orientation de la protéine, qui reste inchangée. D’ailleurs, ce résultat tend a confirmer
I’hypothese posée lors du calcul des paramétres SMA expérimentaux.

Il est intéressant de constater que dans ce cas, la simulation moléculaire a permis de
comprendre les phénomeénes mis en jeu (patches d’adsorption identiques) afin de mieux
comprendre les observations macroscopiques. Il serait en effet logique de penser que plus
le pH se rapproche du pl et plus la charge, qui représente la force de liaison entre la
protéine et le support, décroit. Or, si cela peut étre vrai dans certaines conditions, ce
n’est pas nécessairement le cas comme cela a été montré ici. Il est en effet important
de considérer la répartition des charges a la surface de la protéine, et pas seulement un

parametre global comme le pl.

Malgré tout, il est nettement visible expérimentalement que I’aChy posséde moins
d’affinité avec la résine a ce pH, ce qui se traduit notamment par une tres faible valeur de
la constante d’équilibre. Les simulations moléculaires ont quant a elles permis de montrer
une différence de valeurs d’énergies libres (-2915 kJ/mol a pH 5 et -920 kJ/mol a pH 7),
ce qui traduit bien la perte d’affinité entre la protéine et la résine avec I'augmentation
du pH. Il existe cependant une forte dispersion des résultats car 'écart-type est tres
grand (1227 kJ/mol) et des énergies positives ont été calculées pour certains patches.
Comme discuté précédemment, ces valeurs ne peuvent pas étre exploitées telles quelles
car elles sont en général largement surestimées. Il serait donc intéressant de pouvoir
calculer plus précisément ces valeurs d’énergies et ainsi les relier aux valeurs de constantes
d’équilibre. De la méme maniere que dans le paragraphe 1V.2.3.2, il est possible de calculer
théoriquement 1’énergie libre de liaison a partir de la constante d’équilibre expérimentale
K. Cependant, dans ce cas a pH 7, la constante K est inférieure a 1 ce qui conduirait a
une énergie positive et donc défavorable a une interaction. Si pour certains patches, des
énergies positives ont effectivement été calculées, I’écart-type est trop grand pour pouvoir
conclure correctement de la pertinence de ces valeurs.

Ces différences observées entre les résultats expérimentaux et les analyses des simula-

tions moléculaires peuvent s’expliquer de plusieurs raisons. Tout d’abord, il est possible



IV.3 INFLUENCE DE L’ENVIRONNEMENT

que la constante K issu de I’expérience ne soit pas exacte car elle représente uniquement
I’ajustement de parametres le plus adéquat, l'intervalle de confiance sur cette valeur
n’ayant pas pu étre calculé. Une autre raison pourrait étre que les patches induisant une
énergie de liaison positive soient les patches dominants lors de 'adsorption a pH 7, bien
qu’ils ne soient pas les plus favorables énergétiquement. Enfin, il ne faut pas oublier que
lors des simulations, I'effet du pH n’est pris en compte que par le biais de ’état de proto-
nation des résidus de la protéine et le pH du solvant n’est pas explicitement modélisé, ce
qui peut également conduire a des différences entre simulations et expériences a 1’échelle

macroscopique.

IV.3.3 Conclusion

L’influence d’un changement de pH et de force ionique sur les mécanismes de rétention
de I'a-chymotrypsine sur la SP Sepharose FF a été étudiée. Pour cela, plusieurs simu-
lations ont été réalisées, dans un premier temps a pH 5 et avec une concentration en
chlorure de sodium de 500 mM, et dans un second temps a pH 7 et Cyo.cr = 100 mM.
Expérimentalement, lorsqu’une forte hausse de concentration en NaCl a été appliqué, au-
cune rétention n’a pu étre mesurée. Le changement de pH, quant a lui, a eu pour effet
d’affaiblir 'interaction entre la protéine et le support et donc de montrer que ’affinité est
plus faible qu’a pH 5. L’objectif des simulations a donc été de vérifier la pertinence des

simulations pour représenter les effets de I’environnement sur la rétention de la protéine.

En ce qui concerne 'effet de la concentration en sel, les simulations ont montré qu’une
augmentation de la force ionique conduit bien a des adsorptions moins favorables. Malgré
tout, 'aChy s’est adsorbée dans environ 50% des cas, alors qu’aucune rétention n’a été
observée expérimentalement. Dans tous les cas, plus de simulations seraient nécessaires
pour mieux évaluer I'influence de cette variable, dont les effets sur I’échange d’ions sont di-
vers. A pH 7, les résultats des simulations ont montré une adsorption quasi-systématique
de la protéine, malgré des énergies d’interactions plus faibles qu’a pH 5. Le mode d’in-
teraction, représenté par les valeurs de charge caractéristique et de facteur stérique, est
d’ailleurs tres similaires a celui observé a pH 5. Ce résultat va dans le sens des observa-
tions macroscopiques, qui ont permis de constater que ces deux parametres SMA étaient
trés proches aux deux pH, et que seule la constante d’équilibre était bien plus faible a
pH 7. Si cette constatation peut paraitre surprenante, les analyses des simulations ont
permis de mettre en évidence que les résidus participant a l'interaction sont les mémes a
ces deux pH car ils restent chargés positivement. Il est donc tres intéressant de constater
que le mécanisme d’adsorption est tres dépendant de la structure et de la répartition des
charges de la protéine. La perte d’affinité constatée macroscopiquement pourrait alors

étre attribuée a d’autres facteurs plus globaux liés a la complexité de I'environnement,
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comme par exemple la quantité importante de protéines en solution, dont les effets ne

sont actuellement pas pris en compte durant les simulations.

IV.4 Etude d'un systeme |bi-protéines

La chromatographie d’échange d’ions en systéme multi-protéines peut impliquer 1’ap-
parition de nouveaux phénomenes tels que la compétition entre protéines, qui dépendent
essentiellement du systéme en question et peuvent difficilement étre prédit en extrapolant
des résultats issus d’études en mono-constituants. Le potentiel des simulations molécu-
laires appliquées a ces cas apparait donc particulierement important. Pour cette raison,
des études ont été réalisées en systeme bi-protéines, ou le lysozyme a été ajouté en plus
du systeme a-chymotrypsine — SP Sepharose FF. Cette étude est scindée en deux parties
avec pour objectif d’étudier deux cas limites mis en évidence par les expériences : (i) une
situation de faible compétition entre protéines et (ii) une situation de forte compétition,

lorsque les protéines sont présentes en forte concentration.

IV.4.1 Simulations avec deux protéines

Cette premiere étude se focalise sur la représentation du systeme aChy — Lysozyme dans
un cas ou la compétition entre protéines est relativement peu importante, c’est-a-dire un
cas ou les concentrations en protéines sont relativement faibles. Ce cas correspond globa-
lement a la premiere partie des isothermes préalablement tracées (paragraphe I11.3.3), ou

les protéines semblent se comporter de la méme maniére qu’en systéme mono-constituant.

Les parametres habituellement calculés, a savoir la charge caractéristique, le facteur
stérique et les énergies libres de liaison n’ont pas été calculés ici et seule une analyse qua-
litative a été réalisée. La loi SMA peut étre transposable a des systemes multi-protéines
sous I'hypothese que les protéines n’interagissent pas entre elles. Or, les mesures d’iso-
thermes ont montré que ce n’était pas le cas ici avec I’aChy et le lysozyme, qui pourraient
s’adsorber en formant une multi-couche a partir d’une certaine concentration en protéines
en solution. De ce fait, les parametres SMA n’ont pas été déterminés expérimentalement.
Les simulations peuvent en revanche permettre d’identifier les potentielles interactions

pouvant avoir lieu a la surface du support chromatographique.

Enfin, il est nécessaire de préciser que le lysozyme seul n’a pas fait I'objet de simulations
préalables au cours de ce travail. Les analyses ont été focalisées principalement sur les

interactions entre les deux protéines et 'impact sur la rétention.
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IV.4.1.1 Configuration du systeme

Tout d’abord, la méthodologie appliquée aux cas d’études en systeme mono-constituant
a été conservée, i.e. un pH égal a 5 et une concentration en chlorure de sodium égale a 100

mM. La différence principale entre les deux systemes réside dans le nombre de protéines

initialement introduit dans la boite de simulation, et donc le nombre d’atomes total.

Ainsi, en plus de 'a-chymotrypsine, le lysozyme a été placé dans la boite de simulation,
dont la taille et la forme sont inchangées. La distance entre chaque protéine et la surface
chromatographique ainsi que la distance entre les protéines ont été fixées a 0,8 nm afin
de ne pas privilégier I’adsorption de 1'une des deux. La Figure IV.13 représente les deux
configurations de départ qui ont été utilisées. Dans la configuration n°1 (Figure IV.13.a),
I'aChy est orientée selon l'orientation 1 définie précédemment (paragraphe IV.1.2.1) et
le lysozyme est orientée de maniere aléatoire. Dans la configuration n°2 (Figure IV.13.b),
les deux protéines ont subi une rotation a 180° sur ’axe -y par rapport aux orientations
définies dans la configuration 1. Au total, quatre simulations ont été réalisées, soit deux

simulations par configuration. Toutes les durées de simulation ont été fixées a 200 ns.

(a) o (b) s0° 180"@
©) O,
©, ©) © - ®
of o0 of |17 I
Lysozyme e Lysozyme
z a-chymotrypsine a-chymotrypsine
y

FI1GurE IV.13 — llustration des deux configurations de départ pour les simulations en systeme
bi-protéines, représentant I’a-chymotrypsine en bleu et le lysozyme en rouge,
sur la surface chromatographique (plan gris). La configuration n°l (Figure a)
montre ’aChy avec l'orientation initiale 1 et le lysozyme avec une orientation
aléatoire et la configuration n°2 (Figure b) montrent les deux protéines avec
une rotation en 180° sur l'axe -y par rapport a la configuration 1.

I1 faut noter qu’il est assez contraignant d’explorer I’ensemble des orientations possibles,
comme cela a été fait avec 'aChy seule : en effet, une exploration exhaustive des six
orientations possibles pour chacune des protéines nécessiterait une combinaison de 6 x6 =
36 configurations différentes. Afin de limiter le nombre de simulations, le choix a été fait
d’étudier uniquement ces deux configurations de départ afin d’obtenir une premiere idée

du comportement de ces deux protéines.
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IV.4.1.2 Résultats

Les principaux résultats des quatre simulations sont présentées en Figure IV.14, qui
montrent la derniére frame de chaque simulation. De plus, les distances minimales Protéine—

Ligands et Protéine—Protéine ont été tracées et sont présentées sur cette méme figure.

La Figure IV.14 montre tout d’abord que les deux protéines se sont adsorbées au
cours des simulations de 200 ns. Cependant, si le lysozyme s’est adsorbé sur la surface
chromatographique dans tous les cas, 'aChy s’est fixée deux fois sur la surface et deux
fois sur le lysozyme déja adsorbé, formant ainsi une multicouche. Ce résultat est tres
intéressant et semble confirmer la tendance a ’adsorption multicouche déja supposée au
regard de la forme des isothermes. Il faut également noter que c’est I'’aChy qui semble se
fixer sur le lysozyme et non I'inverse : le lysozyme s’est toujours fixé sur les ligands comme
le montre 1’évolution la distance Lysozyme-Ligands (courbes vertes sur la Figure IV.14).
Cela semble logique étant donné la forte distribution de charges positives sur la surface
du lysozyme. Expérimentalement, ce dernier semble également avoir plus d’affinité avec

la résine que ’'aChy.

D’autre part, bien que la charge globale de I'aChy soit de +7 a pH 5, il a été montré
dans le paragraphe IV.1.1.1 que les charges ne sont pas réparties équitablement a la
surface de la protéine, avec une face majoritairement neutre/négative et la face opposée
majoritairement positive. Ainsi, cela explique en partie la capacité que possede cette
protéine a former une multicouche avec le lysozyme. En effet, ce sont bien des résidus
situés sur la face neutre/négative qui sont en interaction avec le lysozyme. Cependant,
les graphiques de la Figure IV.14, et en particulier 1’évolution de la distance minimale
entre ’aChy et le lysozyme (courbes bleues), montrent que cette interaction n’est pas tres
stable dans le temps, contrairement a l'interaction entre protéines et ligands. A plusieurs
reprises, lors des simulations MD2-CONF1 et MD1-CONF2, les deux protéines se sont

brievement éloignées avant de se rapprocher a nouveau.

Ce résultat parait en accord avec les observations faites a 1’échelle macroscopique par
I’étude des isothermes : lorsque qu’il y a assez peu de protéines en solution, I’aChy se
comporte comme en systeme mono-protéine et interagit avec le support chromatogra-
phique. En revanche, lorsque les concentrations en protéines augmentent et que les deux
protéines se retrouvent en situation de compétition, le comportement de ’aChy change
et il y a tres probablement la formation d’une multicouche. Il est néanmoins difficile de
se placer en réelle situation de compétition protéine-protéine durant les simulations car
malgré la présence de deux protéines, il reste suffisamment de place sur la surface pour

que les deux protéines puissent s’adsorber indépendamment 'une de 'autre.
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FIGURE IV.14 — Résultats des quatre simulations en systéme bi-protéines, comprenant 1'a-
chymotrypsine (en bleu cyan) et le lysozyme (en rouge), & pH 5 et Cpqcy
= 100 mM. La derniere frame de chaque simulation, ¢.e. (a) MD1-CONF1, (b)
MD2-CONF1, (c¢) MD1-CONF2 et (d) MD2-CONF2, sont présentées ainsi que
les distances minimales Protéines—Ligands et Protéine—Protéine.
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IV.4.2 Simulations avec quatre protéines

Cette deuxieme partie de ’étude en systéme multi-constituants vise a représenter un
cas ol la compétition protéine—protéine est tres forte. Pour ce faire, quatre protéines, plus
précisément deux aChy et deux lysozymes, ont été introduites dans la boite de simulation
dont deux étant déja préalablement adsorbées sur le support. L'intérét des simulations
comprenant quatre protéines dans une boite de simulation restreinte est de simuler un
cas de forte concentration en protéines correspondant a la partie de I'isotherme ou une
adsorption multicouche semble se produire (voir paragraphe I11.3.3). Ce phénomeéne a
déja été mis en évidence avec les précédentes simulations, malgré le fait qu’il n’y ait que

deux protéines dans la boite de simulation.

IV.4.2.1 Configuration du systeme

Un total de trois simulations a été réalisé avec les 4 protéines dans la boite de simu-
lation : 2 protéines déja adsorbées (aChy et lysozyme) et 2 autres protéines ajoutées
dans la boite de simulation. Pour cela, la derniere frame de la simulation MD1-CONF1,
ou les deux protéines se sont chacune adsorbées indépendamment de l'autre sur la sur-
face chromatographique, a été extraite et réutilisée comme point de départ. Les deux
autres protéines ont ensuite été ajoutées manuellement dans la boite de simulation, avec
des distances suffisantes pour ne pas rentrer en conflit avec les protéines déja adsorbées.
La Figure IV.15 montre la configuration de départ des trois simulations avec les quatre
protéines dans la boite. Les conditions opératoires sont les mémes que précédemment,
c’est-a-dire un pH égal a 5, une concentration en chlorure de sodium égal a 100 mM et

des temps de simulations fixés a 200 ns.

1V.4.2.2 Résultats

Les résultats des trois simulations sont présentés sur la Figure IV.16, ou les derniéres
frames de chaque simulation sont illustrées et les graphiques traduisant 1’évolution des
différentes distances minimales sont tracés. A noter que les trois figures ont été orientées
selon différents points de vue de maniere a pouvoir observer correctement les quatre
protéines simultanément.

En situation de forte compétition entre protéines, 'aChy s’est adsorbée sur les autres
protéines pour chacune des simulations du fait de ’espace disponible restreint. En effet,
méme s’il y aurait techniquement assez de surface disponible pour les quatre protéines,
la disposition a la surface de celles déja adsorbées limitent les possibilités. Ainsi, a deux

reprises, la deuxieme aChy s’est fixée sur la premiere déja adsorbée initialement, ce qui
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F1GURE 1V.15 — Tllustration de la configuration de départ pour les simulations en systéme bi-
protéines, comprenant deux a-chymotrypsines et deux lysozymes. La boite de
simulation est représentée par des lignes bleues et le support chromatogra-
phique par un plan gris. La derniére frame de la simulation MD1-CONF1 a
été utilisée comme configuration initiale, a laquelle ont été ajoutées les deux
protéines aChy et lysozyme.

pourrait cependant étre majoritairement dii a la position de départ des deux aChy, assez

proches 'une de l'autre.

Ces résultats semblent montrer la tendance selon laquelle le lysozyme possede bien
un avantage sur I'aChy et se fixe préférentiellement sur la surface. Dans cette situation
ol I'aChy ne possede finalement que peu de surface disponible a ’adsorption, elle aura
donc tendance a former une multicouche, soit avec le lysozyme, soit avec elleeméme. Ce
dernier résultat est d’ailleurs surprenant car lorsque I'aChy n’est pas en présence du
lysozyme, elle ne semble pas pour autant se fixer en multicouche d’apres les observa-
tions des isothermes d’adsorption. Cependant, comme montré précédemment, les inter-
actions protéine-protéine semblent moins stables au cours du temps que les interactions
protéine-support, mais elles semblent malgré tout présentes lorsqu’il n’y a plus de surface
disponible sur le support.

Il est cependant nécessaire de souligner que ces résultats de simulations permettent
de mettre en évidence ’apparition d’'un phénomene de multicouche lorsque les protéines
se trouvent déja a proximité de la surface. Cela n’exclut donc pas la possibilité que les

protéines puissent éventuellement interagir avant leur adsorption, méme si cela semble

133



134 SIMULATIONS MOLECULAIRES

5 T T T
Chymo2/LIG —
Lys2/LIG —
4 Chymo1/Chymo2 —
E
=h
@
Q
C
8
@
o
0 50 100 150 200
time (ns)
(b) 5 T .
Chymo2/LIG —
Lys2/LIG —
4 Chymo2/Lys2 —
= AN |
g 3 [ ‘ ‘ ~| N
< 7 [}
I
g 2 "V ! \ -
k=] \( |
| |
1 ‘. i
1
‘ﬂ 1
0 I I
0 50 100 150 200
time (ns)
5
T T
() v Chymo2/LIG —
Lys2/LIG —
Chymo1/Chymo2 —
4 -nﬁ .
Lysozyme 2
€
Lysozyme 1 =
yS0Zy] 2
c
]
k]
kel
5
i
0 50 100 150 200
time (ns)

FIGURE IV.16 — Résultats des trois simulations en systéeme bi-protéines, comprenant deux a-
chymotrypsines (en bleu cyan et vert) et deux lysozymes (en rouge et orange),
a pH 5 et Cyqaer = 100 mM. La derniére frame de chaque simulation, i.e. (a)
MD1-CONF1, (b) MD2-CONF1 et (c) MD3-CONF1, sont présentées ainsi que
les distances minimales Protéines—Ligands et Protéine—Protéine.
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peu probable au regard de la stabilité de I'interaction. Il serait d’ailleurs intéressant de
transposer les méthodes de calculs d’énergies de liaison a ces cas d’interaction aChy—
lysozyme ou aChy—aChy afin de quantifier la force de 'interaction. Par ailleurs, si les
protéines semblent interagir entre-elles a l'intérieur des pores de la résine, il est assez
peu probable que ce soit le cas en solution méme a fortes concentrations car les analyses
HPLC-SEC réalisées auraient permis de mettre en évidence un agglomérat, ce qui n’était

pas le cas.

IV.4.3 Conclusion

Les études conduites en systéme bi-protéines, avec comme cas d’étude I’a-chymotrypsine
et le lysozyme sur la résine SP Sepharose FF, semblent prometteuses, et cela malgré le peu
de simulations réalisées qui ne permettent pas une étude exhaustive de toutes les confi-
gurations possibles du systeme. Deux cas limites ont été représentés : (i) des simulations
ont été réalisées avec deux protéines dans la boite de simulation afin de représenter une
faible concentration en protéines, puis (ii) des simulations ont été réalisées avec un total
de quatre protéines, soit deux de chaque, afin de représenter un cas de forte compétition

entre protéines.

En conclusion, il semblerait que lorsque la surface disponible a 'adsorption le permet,
les deux protéines interagisse avec le support chromatographique. Le lysozyme semble
cependant posséder une meilleure affinité avec la résine que I’aChy, ce qui a également
été suggéré par les résultats des expériences. En effet, le lysozyme s’est toujours adsorbé
préférentiellement sur la surface, alors que dans des cas de forte compétition ou la sur-
face d’adsorption se retrouve finalement restreinte, I’aChy s’est adsorbé en formant une
multicouche. Ce phénomene a par ailleurs été supposé lors de 1’étude expérimentale des
isothermes de rétention, qui présentaient une forme pouvant traduire une rétention en
multicouche. L’aChy semble toutefois posséder une interaction plus stable avec la surface
chromatographique qu’avec les autres protéines et s’adsorber préférentiellement sur les
ligands lorsque ’espace disponible le permet. Cette adsorption multicouche est en grande
partie possible grace a la répartition dissymétrique des charges a la surface de I'aChy,
qui présente une face majoritairement positive et 'autre négative/neutre. Ainsi, cela lui
permet de pouvoir interagir avec le lysozyme, dont les charges positives sont équitable-
ment réparties a sa surface, ou bien avec elle-méme par interaction entre ses deux faces

de charges opposées.

L’intérét des simulations moléculaires a ainsi été mis en évidence dans ces études en
systeme multi-constituants et ont notamment permis d’identifier des phénomenes locaux

pouvant étre a l'origine des comportements observés a 1’échelle macroscopique. En re-
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vanche, cette étude reste préliminaire et un nombre plus important de simulations serait

nécessaire pour mieux comprendre ces interactions entre protéines.
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L’optimisation des procédés chromatographiques appliqués a la purification des pro-
téines nécessite une meilleure compréhension des phénomenes a 1’échelle atomique. Mal-
gré leur intérét et les nouvelles techniques émergentes, ces procédés restent encore sous-
optimisés et peu de modeles prédictifs ont été mis au point. C’est donc dans 'optique
d’acquérir des connaissances sur les comportements des protéines lors de la rétention a
Iintérieur des résines échangeuses d’ions que ce travail de these a été initié. A ce jour,
les techniques expérimentales a 1’échelle microscopique s’averent généralement difficiles
a mettre en ceuvre et nécessitent entre autres des équipements sophistiqués et cotiteux.
Par conséquent, c’est dans 'idée de contourner ces difficultés techniques que certaines
études ont été conduites en utilisant des méthodes numériques pour obtenir des informa-
tions sur les mécanismes a 1’échelle atomique. Ainsi, la simulation moléculaire apparait
comme un outil intéressant afin de pouvoir étudier in silico les phénomenes d’échange
d’ions des protéines, pour ensuite mieux comprendre les observations faites a 1’échelle

macroscopique.

Dans ce contexte, un systeme modele, I’a-chymotrypsine, a tout d’abord été choisi afin
de servir de référence pour la mise en ceuvre des méthodes numériques et expérimentales.
Ainsi, 'a-chymotrypsine présentait plusieurs intéréts : (i) disponibilité dans le commerce
pour la réalisation des expériences a I’échelle macroscopique, (ii) structure cristallogra-
phique disponible dans la banque de données PDB pour la mise en ccuvre des simulations,
(iii) protéine connue pour sa rétention sur la résine standard cationique SP Sepharose FF,
(iv) activité enzymatique afin de vérifier I’absence de dénaturation apres élution.

La premiere étape du travail a été de définir comment relier des expériences a 1’échelle
macroscopique avec des simulations a 1’échelle atomique. Pour cela, et a partir de certains
travaux issus de la littérature, la loi d’Action de Masse Stérique (SMA), qui est un mo-
dele tres répandu pour la description de I’équilibre d’échange entre une macromolécule et
une résine, a été appliquée et utilisée. Ce choix s’est montré particulierement pertinent
du fait de la définition des parameétres de cette loi, qui peuvent étre déterminés expéri-
mentalement via des mesures d’isothermes d’équilibre, mais qui possedent également un

sens physique et peuvent ainsi étre déterminés a 1’échelle atomique. Par conséquent, la
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charge caractéristique, représentant le nombre de sites d’interaction du support chroma-
tographique avec la protéine, et le facteur stérique, représentant le nombre de sites cachés
(sans interaction et non disponibles) par la protéine ont pu étre déterminés via les deux

approches.

La deuxiéme étape a donc été de réaliser des expériences a 1’échelle macroscopique. Des
isothermes d’adsorption ont été mesurées dans des conditions de travail définies, a savoir
un pH égal a 5 (avec un tampon citrate a 50 mM) et des concentrations en chlorure de
sodium variant de 0 & 100 mM. Dans ces conditions, la méthode par mesure de courbes de
percée a été privilégiée. Finalement, le modele SMA a été appliqué et les parameétres, i.e.
la charge caractéristique, le facteur stérique mais également la constante d’équilibre, ont
été ajustés par comparaison entre le modele non-linéaire et les données expérimentales.
L’a-chymotrypsine a par ailleurs montré une bonne affinité avec la résine SP Sepharose
FF et ne semble pas connaitre de problemes de précipitation, de dimérisation ou de

dénaturation lors de I’échange d’ions dans les conditions de travail définies.

En parallele de ces expériences, un systéme in silico mono-constituant été créé pour mo-
déliser I'environnement local d’une protéine dans une résine chromatographique. Compte
tenu de la taille relativement petite de la protéine choisie (25 kDa), le modele de repré-
sentation appliqué a été le tout-atome. De plus, la méthode de Dynamique Moléculaire
a été choisie afin d’échantillonner ’espace conformationnel et de pouvoir étudier 1’évolu-
tion du systeme au cours du temps, notamment sa rétention sur le support. La surface
chromatographique a été construite et est composée uniquement des ligands de la résine
SP Sepharose FF, ainsi que d’une couche de contre-ions Na™. En effet, le choix a été fait
de ne pas représenter la matrice de la résine (gel d’agarose) afin de limiter la taille des
systemes et ainsi réduire le temps de calculs. Des simulations ont alors été réalisées, dans
des orientations initiales différentes de la protéine afin de ne pas favoriser I’adsorption en
fonction de l'orientation de la protéine au départ.

Une premiere étude de la répartition des charges sur la surface de la protéine selon le
pH a permis d’identifier deux régions distinctes pour I’a-chymotrypsine. En effet, cette
protéine possede la particularité de présenter une face globalement positive et une autre
face neutre voire négative par endroit. Elle possede malgré tout une charge nette positive
de +7 a pH 5 et peut donc étre échangée sur une résine cationique. Lors des analyses des
simulations, des sites d’interaction préférentiels ont été identifiés et les résidus participant
essentiellement a I'adsorption ont été mis en évidence. Ces patches d’adsorption ont été
proposés a partir de leur distance au ligand. L’estimation des énergies libres de liaison a
permis de comparer qualitativement leurs contributions énergétiques. Cependant, ’écart
entre ces valeurs et celles attendues a partir de la valeur expérimentale de la constante
d’équilibre suggere une inadéquation du modele a la physique du systéme. Ensuite, les

deux autres parametres de la loi SMA, la charge et le facteur stérique, ont été calculés
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pour chaque simulation en moyennant les valeurs instantanées sur une période durant
laquelle la protéine reste adsorbée. Pour ’ensemble des simulations, une moyenne a été
aussi déterminée afin de tenir compte de divers comportements locaux possibles, pouvant
contribuer a une observation macroscopique. Ces premiers résultats sont en bon accord
avec ceux obtenus expérimentalement, et montrent tout particulierement la pertinence
de la démarche in silico. Dans le cas de 'estimation de la charge caractéristique, qui
est une donnée dépendante essentiellement de la protéine et de ses résidus chargés en
interaction, la concordance des valeurs est treés bonne. Le facteur stérique, qui dépend
grandement de la densité de ligands sur la surface chromatographique, présente une plus
grande différence mais reste toutefois dans le méme ordre de grandeur. Des ajustements
seraient nécessaires, et en particulier une vérification de la densité de ligands qui a été en

partie issue de la littérature et qui est difficilement quantifiable expérimentalement.

Il semble qu'une étude plus approfondie serait nécessaire pour permettre 'utilisation
des simulations moléculaires pour prédire des parametres globaux. En effet, lorsque les
parametres étudiés dépendent de la protéine uniquement comme par exemple la charge
caractéristique, les simulations montrent un bon caractere prédictif. En revanche, lorsqu’il
s’agit d’estimer un parametre plus global comme la constante d’équilibre, qui ne dépend
pas que d’une protéine mais de tout un environnement complexe (quantité de protéines en
solution, force ionique, pH, etc.), les études numériques a une échelle locale trop restreinte

ne permettent pas pour I'instant de bien modéliser ces effets.

L’influence de variables tels que le pH et la force ionique de la solution a également été
étudiée et discutée. Pour cela, le systeme de référence a été conservé et ces deux variables
(pH et force ionique) ont été modifiées successivement. Tout d’abord, une expérience de
détermination de la courbe de percée a pH 5 et forte concentration en sel (400 mM) a
été conduite et a montré que I'a-chymotrypsine n’est pas retenue sur la résine dans ces
conditions du fait de la trop grande compétition avec les ions en solution. Lors des simula-
tions dans ces mémes conditions, il a été observé a quelques reprises une adsorption de la
protéine malgré la forte concentration en sel. Cependant, comme attendu, les conditions
ont été nettement moins favorables a ’adsorption et vont dans le sens des observations
a ’échelle macroscopique. Ensuite, des expériences et des simulations ont été réalisées
avec un pH 7, qui est un pH proche du point isoélectrique (pl) de la protéine, égal a 8,3.
Expérimentalement, la protéine a montré moins d’affinité avec la résine qu’a pH 5, ce qui
est un résultat attendu généralement attribué au fait que la charge nette de la protéine se
rapproche de la neutralité lorsque le pH se rapproche du pl. La simulation ayant montré
que les patches de fixation sont similaires a pH 5 et 7, la valeur du facteur stérique déter-
miné par la simulation a pH 5 a été utilisée pour le fitting du modele SMA aux résultats
expérimentaux. Dans ces conditions, il a été déterminé expérimentalement que la charge

caractéristique dans la loi SMA est similaire a celle obtenue a pH 5, résultat confirmé par

139



140

CONCLUSION CENERALE

les simulations. Cela s’explique en grande partie par le fait qu'aux deux pH, les lysines
interagissant majoritairement avec le support sont toujours chargées. La répartition des
charges laisse également supposer que, malgré une charge nette qui baisse, la face chargée
positivement est toujours capable d’entrer en interaction avec la résine. Cependant, les
constantes d’équilibre de la loi SMA déterminées expérimentalement aux deux pH sont
tres différentes, et les énergies libres de liaison calculées par le modele le sont aussi, méme
si comme indiqué précédemment, les valeurs obtenues par les simulations et I'expérience
ne peuvent pas étre comparées, du fait peut-étre de la complexité de ’environnement
réel qui n’est pas assez pris en compte dans la simulation. Ce résultat est tres intéressant
a plusieurs niveaux. Il permet de constater que le mécanisme d’adsorption est extréme-
ment dépendant de la structure et de la répartition des charges de la protéine. Alors qu’il
serait logique de penser qu’en se rapprochant du pl, des parameétres tels que la charge
caractéristique soient plus faibles, ce résultat montre que ce n’est pas nécessairement le
cas car cela dépend essentiellement de la protéine elle-méme. Ainsi, la perte d’affinité est
surement attribuable a d’autres facteurs liés a ’environnement, peut-étre par effet de la

non-idéalité des solutions dans les pores de la résine.

Une fois les méthodes de simulation et d’analyses validées, quelques études préliminaires
sur un systeme multi-constituants ont été réalisées. Le systeme de référence a été repris et
une autre protéine a été ajoutée, le lysozyme, qui est I'une des protéines modeles les plus
couramment étudiées en chromatographie d’échange d’ions. Les conditions de référence
ont également été conservées (pH 5 et Cz; = 100 mM). Les isothermes déterminées en
systeme bi-protéines ont tout d’abord relevé ’adsorption préférentielle du lysozyme par
rapport a l'a-chymotrypsine, et une plus grande capacité de rétention, qui s’explique
notamment par sa petite taille et son point isoélectrique plus éloigné du pH de travail.
Ensuite, d’apres les isothermes obtenues en systeme bi-protéine, il convient de distinguer
deux situations différentes :

— lorsque les protéines en solution sont peu concentrées (situation faiblement compé-
titive), les isothermes en systéme bi-protéines sont sensiblement similaires a celles
obtenues avec les protéines seules en solution, malgré des capacités par protéine
logiquement inférieures puisqu’une partie du support est occupée par 'autre pro-
téine ;

— lorsque les protéines en solution sont relativement concentrées (situation d’adsorp-
tion compétitive), une isotherme de 'aChy en forme sigmoidale est observée, la-
quelle peut étre caractéristique d’une rétention multicouche.

Ce dernier phénomene a également été observé lors des simulations, et en particulier
dans le cas ou la surface disponible a ’adsorption s’est retrouvée restreinte du fait de la
présence d’autres protéines. Comme observé sur les isothermes, 'adsorption du lysozyme

sur le support chromatographique semble plus favorable que celle de I’a-chymotrypsine.
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Cette derniere a montré la capacité d’interagir avec le support ou avec d’autres protéines
déja adsorbées. Ce phénomene pourrait étre lié a la répartition des charges non isotrope
a la surface de I’aChy, dont les deux faces lui permettent de s’adsorber aussi bien sur
des surfaces chargées négativement, comme le support chromatographique, que sur des
surfaces chargées positivement, comme le lysozyme ou elle-méme. Il faut cependant noter
que cette interaction protéine—protéine semble bien moins stable qu'une adsorption sur le
support, ce qui laisse penser que I’aChy ne s’adsorbe en multicouche uniquement lorsqu’il

n’y a plus de place sur le support.

L’ensemble de ces résultats permettent de mettre en évidence l'intérét des études de
simulation moléculaire dans le but de mieux comprendre les mécanismes de rétention des
protéines au sein d’une résine échangeuse d’ions. Néanmoins, certaines limitations ont
également pu étre mises en évidence par la confrontation de ces méthodes avec les résultats

expérimentaux. Finalement, ce travail ouvre ainsi la porte a plusieurs perspectives.

L’une des problématiques essentielles soulevées par cette étude qui mériterait d’étre
plus amplement étudiée est la correcte estimation des énergies libres de liaison. En effet,
il a été montré que la méthode utilisée, la méthode MM-PBSA, ne semble pas étre adap-
tée et des méthodes telles que 1"Umbrella Sampling ou la Steered Molecular Dynamics
pourraient apporter une meilleure estimation de ces énergies d’interaction. Il serait alors
intéressant de les comparer a nouveau avec les valeurs de constantes d’équilibre issues
des expériences. De méme, il pourrait étre pertinent d’étudier plus en détail 'effet de
protéines supplémentaires sur 1’évolution de la valeur de ces énergies. Si dans cette étude,
les énergies ont été calculées sur une seule protéine isolée, il serait intéressant de vérifier

I'impact de I'ajout de protéines dans la boite de simulation sur ces valeurs.

Bien qu’elles soient difficiles a mettre en place, des techniques expérimentales micro-
scopiques peuvent étre envisagées, et en particulier afin d’acquérir des données expéri-
mentales directes des valeurs d’énergies. La technique de 'AFM (microscopie de force
atomique) semble notamment prometteuse et pourrait permettre d’obtenir des estima-
tions d’énergies de liaison entre une protéine et un support chromatographique. Il est
également possible d’envisager cette technique afin d’obtenir des informations sur la to-
pographie de la surface chromatographique et en particulier pour acquérir des données
sur la répartition des ligands, et ce dans le but de mieux représenter les surfaces lors des

simulations moléculaires.

L’étude préliminaire conduite sur un systeme multi-constituants a soulevé le fort po-
tentiel des méthodes de simulation moléculaire pour mieux comprendre les phénomenes
d’interactions entre protéines. Une étude plus approfondie serait nécessaire, notamment
par la mise en ceuvre de nouvelles simulations avec de nouvelles orientations de départ

afin de mieux échantillonner le systeme. Des analyses plus poussées et plus représentatives
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du systeme global pourraient ainsi étre effectuées. Cette approche pourrait étre aussi ap-
pliquée a d’autres molécules en compétition avec la protéine pour le support, ou pouvant

interagir avec elle.

Enfin, une derniere perspective qui parait pertinente serait de transposer ces études a
des cas de systemes plus complexes, autant par la taille des molécules que par le nombre.
Pour cela, il serait intéressant dans un premier temps de reproduire ce travail avec des
méthodes numériques simplifiées type Gros Grain, et ainsi valider la concordance des deux
méthodes. Enfin, une fois cette étape terminée, 'application a de plus gros systemes peut
étre envisageable, ce qui permettrait entre autres I’étude de grosses molécules d’intérét ou
encore de pouvoir agrandir la boite de simulation et travailler avec un plus grand nombre

de protéines afin d’étudier des situations de compétition entre elles.
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FICHIER PDB

SEQRES 12 125 LYS VAL PHE GLY ARG CYS GLU LEU ALA ALA ALA MET LYS

SEQRES 2 A 129 ARG HIS GLY LEU ASP ASN TYR ARG GLY TYR SER LEU GLY

SEQRES 3 A 125 ASN TRP VAL CYS ALA ALA LYS PHE GLU SER ASN PHE ASN

SEQRES 4 A 125 THR GLN ALA THR ASN ARG ASN THR ASP GLY SER THR ASP

SEQRES S A 129 TYR GLY ILE LEU GLN ILE ASN SER ARG TRP TRP CYS ASN

SEQRES € A 129 ASP GLY ARG THR PRO GLY SER ARG ASN LEU CYS ASN ILE

SEQRES 7 A 129 PRO CYS SER ALA LEU LEU SER SER ASP ILE THR ALA SER

SEQRES 8 A 125 VAL ASN CYS ALA LYS LYS ILE VAL SER ASP GLY ASN GLY

SEQRES S A 129 MET ASN ALA TRP VAL ALA TRP ARG ASN ARG C¥YS LYS GLY

SEQRES 10 A 125 THR ASP VAL GLN ALA TRP ILE ARG GLY CYS ARG LEU

FORMUL 2 HOH *78(H2 0)

HELIX 1 1l ARG A 5 ARG A 14 1 10
HELIX 2 2 TYR A 20 GLY 2 22 5 3
HELIX 3 3 LEU A 25 B8SER A 36 1 12
HELIX 4 4 CYS A 80 LEU A 84 5 S
HELIX S S THR A 89 amsp 2 101 1 13
HELIX 5 6 GLY A 104 arLn A 107 S 4
HELIX 7 7 VAL A 10% ARG A 114 1 6
HELIX 8 8 vaL A 120 TRP A 123 S 4
SHEET 1 AR 2 THR A 43 ARG AR 45 0

SHEET 2 A2 THRA 51 TYRA 53 -1 N aSP A 352 O ASN A 44

SSBOND 1l C¥s A € cys A 127 1555 1555 1.57
SSEOND 2 C¥s & 30 cys 2 115 1555 1555 2.00
SSBOND 3 C¥s n €64 cCYs & 80 1555 1555 1.%8%
SSEOND 4 CYS A 76 CYS A 94 1555 1555 2.02
ATOM 1[N Lys|z | [1] 35.365 22.342 -11.980 ||1.00)22.28 N
ATOM 2||ca [|LYs||a 1 35.892 21.073 -11.427 ||1.00(21.12 c
ATOM 3|[c LYS|A 1 34.741 20.264 -10.844 ||1.00|1e.85 c
ATOM 4||lo LYS|A 1 33.945 20.813 -10.081 |[/1.00(|1B.94 o
ATOM S||ce ||Lys|a 1 36.872 21.435 -10.30€ ||1.00)20.78 C
ATOM e||CG [[LYys|a 1 37.453 20.248 -5.565||1.00|[18.47 c
ATCOM 7([cD [|ys|(a 1 38.688 20.649 -8.775(|1.00)20.32 c
ATOM 8 ||cE ||L¥s||a 1 39.057 15.508 -7.837||1.00(24.7¢6 c
ATOM 9 ||NZ | |LYS||A 1 40.423 15.771 -7.299 ||1.00|28.27 N
ATOM 10||N VAL||A 2 34.739% 18.561 -11.042 ||1.00([15.5¢6 N
ATOM 11 (| Ca | |VAL|A 2 33.%03 17.9%8 -10.333 ||1.00)18.10 c
ATOM 12 ||C VAL|(A 2 34.800 17.312 -5.294 ||1.00([15.35 c
ATOM 13 ||o VAL||A 2 35.755 16.605 -9.665 |[|1.00(|22.14 o
ATOM 14 [|CE [|VAL|[A | [ 2] 33.140 17.034 -11.232 ||1.00J[1e.81 c

N°atome - Type d’atome - Résidu - Chaine - N° séquence - Coordonnées x y z - Occupation - Facteur B

FIGURE A.1 — Extrait d’un fichier PDB du lysozyme (code PDB : 1AKI), représentant les infor-
mations sur la séquence en acide-aminés, les hélices « et les feuillets 3, les ponts
disulfures, ainsi que les informations sur les 14 premiers atomes de la protéine.
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Résumé

La compréhension des mécanismes d’échange d’ions a 1’échelle locale a connu un fort intérét ces derniéres
décennies. En effet, des informations a 1’échelle atomique des mécanismes physico-chimiques pourraient
permettre 'optimisation des procédés chromatographiques a 1’échelle industrielle, qui restent a ce jour sous-
optimisés car largement basés sur des méthodes empiriques. De plus, certains comportements observés en
systeme mono-constituant ne peuvent étre transposés a des cas plus complexes du fait de 'apparition de
phénomenes tels que les interactions protéines-support ou encore la compétition protéine-protéine. Dans ce
contexte, une approche particulierement prometteuse est d’utiliser la simulation moléculaire pour étudier ces
phénomenes locaux a l'intérieur des adsorbants (résines échangeuses d’ions) en complément aux techniques
expérimentales sophistiquées, qui s’averent difficiles a mettre en ceuvre et généralement tres cotiteuses. La si-
mulation moléculaire peut ainsi permettre d’étudier les interactions d’une protéine dans son environnement,
notamment avec la résine chromatographique, mais aussi d’identifier d’éventuels changements conformation-
nels. Dans ce travail, 'utilisation de la simulation moléculaire est proposée et discutée en confrontant les
données obtenues numériquement a des données d’expériences réalisées a 1’échelle macroscopique. En parti-
culier, I’équilibre d’échange d’ions a été étudiée avec mesure des isothermes d’adsorption et application de
la loi d’Action de Masse Stérique, afin d’évaluer la pertinence de cette approche. Les premiers résultats de
simulations moléculaires obtenus sur un systéme modele ont ainsi permis d’acquérir une vision moléculaire
du mécanisme de rétention de la protéine étudiée sur la surface chromatographique et notamment de mettre
en évidence des orientations préférentielles. De plus, la comparaison de deux parametres physiques calculés
a partir des deux approches (in silico et expérimentale) a montré un bon accord, indiquant que 'utilisation
de ce type de méthode numérique est prometteuse dans ce domaine. La modélisation des effets de I'environ-
nement (pH, force ionique, protéines en compétition) semble également prometteuse, mais nécessiterait une
plus grande investigation et 1'utilisation d’approches numériques plus adaptées a la complexité du systeme.

Mots clés : Simulation moléculaire, protéines, chromatographie d’échange d’ions, a-chymotrypsine, lysozyme, loi
SMA.

Abstract

The interest for a better understanding of ion-exchange mechanisms at the atomic level has strongly increased
over the past decades. Indeed, molecular-level information about physic-chemical mechanisms could help
optimizing chromatographic processes for protein purification, which are sub-optimized and still based on
empirical methods. Furthermore, behaviors observed in a single-component system cannot be adapted to
more complex systems due to the occurrence of phenomena such as protein-protein competition or protein-
support interactions. In this context, a promising approach is the use of molecular simulations to investigate
local phenomena inside the adsorbents (ion-exchange resin) as a complement to sophisticated experimental
techniques, which are difficult to implement and tend to be expensive. Thus, molecular simulations may
allow to study protein interactions in its environment, especially with the chromatographic resin, but also
to identify possible conformational changes. In this work, the use of molecular simulations is proposed
and discussed by comparing simulations against data from macroscopic scale experiments. In particular,
ion-exchange equilibrium was studied through adsorption isotherms experiments and application of the
Steric Mass Action law in order to evaluate the reliability of this strategy. The first results from molecular
simulations obtained with a model system allowed to acquire a molecular insight of retention mechanism of
the protein on the chromatographic surface and in particular to identify preferential orientations. Moreover,
the comparison of two physical parameters obtained from both approaches (in silico and experiments) showed
a good agreement, emphasizing that the use of this kind of numerical method is useful in the field. Modeling
the environment effects (pH, ionic strength, competitive proteins) seems also promising, though a deeper
investigation and the use of other numerical approaches dedicated to the system complexity should be carried
out.

Keywords : Molecular simulation, proteins, ion-exchange chromatograph;{', a-chymotrypsin,|lysozyme, SMA law.
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