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Introduction générale

Contexte du travail

Cette thése présente ’étude de deux protéines fluorescentes appartenant a la famille de la Green
Fluorescent Protein, réalisée au moyen de simulations numériques. Le travail que nous avons réalisé
pendant ces trois années a été motivé par deux aspects différents : un aspect expérimental lié
& la compréhension des caractéristiques photophysiques des protéines fluorescentes et un aspect

théorique lié aux enjeux en rapport avec I’étude de ce type de systéme au moyen d’outils numériques.

Les protéines fluorescentes, homologues de la Green Fluorescent Protein sont devenues ces 10 der-
niéres années des outils incontournables en imagerie cellulaire. Elles offrent la possibilité d’explorer
un nombre toujours croissant de processus biologiques en cellules ou tissus vivants. Leur succeés
repose sur le fait qu’elles peuvent étre exprimées dans tous les organismes vivants et toutes les
sub-divisions du milieu cellulaire (noyaux, mitochondrie, appareil de Golgi ...). De plus, on dis-
pose & 'heure actuelle d’une large gamme de protéines fluorescentes permettant de les utiliser dans
des études tres variées. Cependant, leur utilisation est a I'heure actuelle encore limitée par les
propriétés des protéines elle mémes. En effet, pour la plupart d’entre elles, leurs caractéristiques
physico-chimiques et biochimiques sont complexes. Or les expérimentateurs qui utilisent ces pro-
téines fluorescentes ou qui développent de nouvelles méthodes d’imagerie utilisant ces protéines ont
un réel besoin de connaitre précisément leur caractéristiques photophysiques. Ils pourront alors soit
exploiter ces caractéristiques pour développer de nouveaux outils soit les intégrer & des modéles
photophysiques permettant une analyse plus fine des données expérimentales. Dans cette optique
les approches numeériques peuvent apporter une compréhension microscopique des processus mis
en jeu, complémentaire aux études expérimentales et contribuer & linterprétation des propriétés
photophysiques de ces protéines. Cette complémentarité est un axe de recherche du laboratoire et

le travail de thése décrit dans ce manuscrit s’y inscrit pleinement.

Les études par simulation numeérique jouent un réle important dans ’étude de nombreux phéno-
meénes, notamment les phénoménes physiques et chimiques qui nous intéressent. Elles se distinguent
des approches analytiques qui nécessitent I'utilisation d’approximations importantes permettant de
résoudre de maniére analytique les problémes posés. Les simulations numériques offrent un moyen
de compléter et d’alimenter les études expérimentales ou théoriques car elles permettent de mesurer
simultanément un grand nombre d’observables microscopiques (distances, positions ...) mais éga-
lement macroscopiques (spectre d’absorption ou d’émission). Toutes ces données peuvent ensuite

étre utilisée pour affiner les modéles existants. De nos jours, un grand nombre d’outils numériques
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existent avec des caractéristiques et des niveaux de descriptions trés divers allant du calcul quan-
tique de la fonction d’onde d’une molécule & la description mésoscopique d’un fluide ou d’un systéme
colloidal, en passant par les simulations moléculaires classiques & I’échelle atomique. Une description
plus fine du systéme n’est pas nécessairement synonyme de I’obtention de résultats plus précis. Une
méthode de simulation donnée est adaptée & un niveau de description et au calcul d’une propriété
du systéme. C’est la combinaison de diverses méthodes de simulations qui permet d’étudier un sys-
téme dans sa globalité. Nous avons adopté cette approche tout au long de cette thése pour étudier
les protéines fluorescentes et apporter des éléments de réponse dans ’étude des relations entre la
structure la dynamique et les propriétés photophysiques de ces protéines. La particularité de cette
étude réside donc dans la combinaison de simulations adaptées a diverses échelles de temps et de

niveau de description, plus que dans I'utilisation des méthodes elles mémes.

Présentation du manuscrit

Ce manuscrit est divisé en trois partie suivies de plusieurs annexes. Les caractéristiques générales des
protéines de la famille de la Green Fluorescent Protlein seront présentées, en terme de structure et
propriétés photophysiques. Les approches employées pour modéliser des processus photophysiques

dans les systémes complexes comme le sont les protéines seront ensuite décrits.

La deuxiéme partie est consacrée a I'étude de la Cerulean, un mutant de la Green Fluorescent
Protein, présentant une fluorescence de couleur cyan qui en fait un bon candidat pour la mise en
oeuvre de nouvelles techniques d’imagerie cellulaire. Cependant, les études expérimentales montrent
que le spectre d’absorption de la Cerulean présente une forte dépendance au pH, qui est probable-
ment d’origine structurale. L’étude de la structure de cette protéine par simulation de dynamique
moléculaire et le calcul de son spectre d’absorption en fonction du pH nous as permis de relier

qualitativement et quantitativement la structure, le pH et le spectre d’absorption.

La troisiéme partie, présente une méthode permettant de calculer Ieffet sur le déclin de la fluo-
rescence d’un mécanisme de désactivation non radiatif de 1’état excité. Nous avons appliqué cette
méthode a I’étude d’une déformation interne du chromophore de la Green Fluorescent Protein. Cette
étude implique la combinaison de simulations de dynamiques moléculaires biaisés et de dynamiques
browniennes qui ont permises d’alimenter un modéle cinétique de 1’état excité de la Green Fluores-
cent Protein. De ce modéle, nous avons extrait le rendement quantique de fluorescence et le temps

de vie de I’état excité qui sont deux quantités qui intéressent particuliérement les expérimentateurs.

Enfin, les annexes regroupent une bréve description de la structure des protéines ainsi que I’ensemble

des méthodes de simulations classiques ou quantiques utilisées pour mener & bien ce travail.

L’ensemble des calculs de chimie quantique réalisés ont été fait avec le programme Gaussian03 [1].
Les simulations de dynamique moléculaires ont été réalisées avec la chaine de programme AMBER
[2], avec le champ de force ff99 [3,4].
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Chapitre I : Les protéines fluorescentes : Contexte expérimental et méthodes d’étude numérique

Dans ce chapitre, aprés avoir rappelé les principes et les grandeurs associées & ’étude des processus
photophysiques en phase condensée, les protéines fluorescentes de la famille de la Green Fluorescent
Protein, GFP, seront présentées. La suite du chapitre présentera les approches ou les méthodes de
simulations développées ou utilisées au cours de cette thése pour préciser et caractériser certains

aspects des propriétés photophysiques de la Cerulean et de la GFP.

I.1 Processus photophysiques en phase condensée

Le but de cette partie est de donner le vocabulaire et les idées générales liées a I’étude des processus

photophysiques de molécules en phase condensée [5,6].

I.1.1 Diagramme de Perrin-Jablonski

Le diagramme de Perrin-Jablonski (figure 1.1) est commode pour visualiser simplement ’ensemble
des phénomeénes photophysiques existants dans les molécules en phase condensée. Il représente les
états électroniques fondamental et excités d’une molécule (en noir) et la sous-structure vibrationnelle
(en gris) de chaque état électronique. Les états électroniques singulets sont notés S, et les triplets

sont notés T,,. Dans la majorité des cas I’état fondamental est un état singulet, il est noté Sy.

S, {25 o X
>
=
S
T TS
J q J m? Tl
g g g T
& g 5
= S z z
= = S 5
a3 =
L 2 \E

Etat électronique fondamental Sy

Figure 1.1 — Diagramme de Perrin-Jablonski représentant les phénoménes photophysiques possibles
dans un état excité. RV signifie relaxation vibrationnelle, CI signifie conversion interne et CS signifie
croisement inter-systéme.

L’ensemble des processus photophysiques se divisent en deux familles. Les processus radiatifs, re-

présentés en trait plein dans lesquels le systéme absorbe ou émet un photon et les processus non
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[.1 Processus photophysiques en phase condensée

radiatifs représentés en traits pointillés dans lesquels aucun échange de photons n’a lieu (figure
[.1). Ces processus non radiatifs sont souvent nommeés “processus de désactivation de la fluorescen-
ce”, dans le sens ou §'ils se produisent 1’émission d’un photon n’a pas lieu (en anglais on parle de

quenching).

La transition Sy — Sp correspond & ’absorption d’un photon. L’efficacité de ’absorption a la
longueur d’onde A est caractérisée par le coefficient d’extinction molaire €(\). La probabilité que le
systéme absorbe un photon est proportionnelle au module au carré du moment de transition. Pour
étudier les transitions électroniques, on se place dans I’approximation de Born-Oppenheimer et on
considére que les transitions entre états électroniques ont lieu & noyaux fixes. De plus, Uopérateur
moment dipolaire ne dépendant que des coordonnées des électrons, la probabilité que le systéme

absorbe un photon, Ajs, s’exprime selon
el | = el 2
Arg o [(UT|E[P5) (X1wlx2m) (1.1)

ou \Ilfl est la fonction d’onde électronique de I’état fondamental, \llgl celle de I’état électronique
excité atteint, les fonctions x;, sont les fonctions d’ondes vibrationnelles du niveau v de 1’état
électronique ¢ et u est le moment dipolaire de la molécule. Le dernier terme de cette équation
représente le recouvrement entre deux fonctions d’onde vibrationnelles, 'une de I’état électronique
fondamental, ’autre de ’état électronique excité. Il est appelé facteur Franck Condon. La région de
la surface d’énergie potentielle de I'état fondamental ou la fonction d’onde vibrationnelle est non
nulle est nommeée région Franck-Condon. Dans cette région, il existe le plus souvent une fonction
d’onde vibrationnelle de I’état excité qui est non nulle, le facteur Franck Condon est donc non nul
et le systéme & une certaine probabilité d’absorber un photon. La largeur des bandes d’absorption

est donnée par la largeur de la région Franck Condon.

Aprés I'absorption d’un photon, la molécule est portée dans un état S5, électroniquement et vi-
brationnellement excité. Elle relaxe alors trés rapidement (de quelques femtosecondes a quelques
picosecondes) son excédent d’énergie vibrationnelle par des collisions avec ’environnement pour se
placer dans le niveau vibrationnel le plus bas de S,,. Une succession de conversions internes et de
relaxations vibrationnelles conduisent le systéme dans le niveau vibrationnel le plus bas de Sy. La
conversion interne est un processus non radiatif correspondant & une transition entre deux états
singulet de spin sans émission de photon. Au cours de cette dynamique, le systéme quitte la région
Franck-Condon et se stabilise dans la région de la surface d’énergie potentielle correspondant au
minimum d’énergie de S;. Cette relaxation se produit en quelques picosecondes grace a la forte

densité d’états dans cette gamme d’énergie.

La fluorescence correspond & la transition radiative entre S7 et un des niveau vibrationnel de 1’état
fondamental Sy. Compte tenu de la relaxation vibrationnelle qui suit ’absorption d’un photon, elle
a généralement lieu & partir du niveau vibrationnel de S7 le plus bas. Le spectre de fluorescence est
donc décalé vers les grandes longueurs d’onde par rapport au spectre d’absorption. Ce décalage du
spectre de fluorescence est connu sous le nom de loi de Stokes. La fluorescence se produit entre 10 19
et 107 s aprés absorption d’un photon. Elle est en compétition avec deux autres processus : la

conversion interne entre I’état S7 et I’état Sy et un croisement inter-systéme entre ’état Sy et I’état

11



Chapitre I : Les protéines fluorescentes : Contexte expérimental et méthodes d’étude numérique

triplet 17 qui peut étre suivi soit de la phosphorescence soit d’'un autre croisement inter-systéme de 73
vers S1. Le croisement inter-systéme est un processus non radiatif tandis que la phosphorescence est
un processus radiatif. Ils sont moins fréquents que la fluorescence car ils concernent des transitions
entre états électroniques de multiplicités différentes dont la probabilité n’est significative qu’en
présence d’'un couplage spin-orbite important. La phosphorescence se différencie de la fluorescence
par un temps caractéristique plus long, d’'une microseconde & quelques secondes. De plus, ’état T3
ayant une énergie plus basse que I’état S1, le spectre de phosphorescence se situe dans une gamme de
longueur d’onde plus grande que celle de la fluorescence. Dans la suite de ce manuscrit, le croisement

inter-systéme et la phosphorescence ne seront pas pris en compte.

I.1.2 Rendement quantique, temps de vie et constante de vitesse

A chacun des processus présents sur le diagramme de Perrin-Jablonski est associé une constante de
vitesse qui donne la fréquence avec laquelle se produisent ces processus. Ces constantes de vitesses
ne sont pas des observables directement mesurables expérimentalement. Nous allons présenter les

observables couramment employées et leur lien avec ces constantes de vitesse.

Aprés le passage de 'impulsion laser, une population de molécule est portée & 1’état excité et atteint
rapidement 1’état Sp. L’évolution de la population de S; en considérant les processus présentés sur
le diagramme de Perrin-Jablonski est le plus souvent donnée par la relation suivante

dN (t

dt() = —k, N(t) — knr N(t)
ou N(t) est la population de I’état excité, k, est la constante de vitesse de la fluorescence et ky,, est
la constante de vitesse non radiative associée aux processus non radiatifs éventuels. Dans le cas ou

les constantes de vitesse sont indépendantes du temps, cette équation a une solution trés simple :
N(t) = N(0)exp(—t/7s)

ott 7s = (kr+4knr) ! est homogéne & un temps. 7 définit la durée de vie de 'état excité et quantifie
le temps que le systéme reste & 1’état excité et pendant lequel on observe la fluorescence. Plus le
nombre de processus non radiatif est élevé plus ce temps sera court. Le temps de vie de ’état excité
peut étre facilement obtenue & partir des expériences de fluorescence résolues en temps. Celles-ci
mesurent le déclin de l'intensité de fluorescence en fonction du temps a partir d’'un temps t=0
correspondant & 1’absorption des photons. L’intensité de fluorescence, If(t), correspond au nombre

de photons émis & I'instant ¢. Elle est proportionnelle & la population N (t)
I¢(t) = kr N(t) = k- N(0) exp (—t/7s) (1.2)

Dans ce cas simple, la fonction I;(t) est une exponentielle décroissante. On peut alors évaluer 7,
a partir de la pente du logarithme de la courbe If(t). Expérimentalement, la quantité mesurée est
proportionnelle & I¢(t) et dépend des conditions opératoires. Cependant cela ne géne en rien la dé-

termination de 75. Le temps de vie de ’état excité 75 ne doit pas étre confondu avec le temps de vie

12



1.2 Les protéines de la famille de la, Green Fluorescent Protein

de fluorescence 7. Il correspond au temps de vie de I’état électronique excité si le seul mécanisme
de retour & I’état fondamental était la fluorescence et est définit par 7 = 1/k,.. Ce dernier n’est pas
mesurable directement expérimentalement car la fluorescence ne peut pas étre séparée des processus
non radiatifs. On peut 'obtenir de facon indirecte grace au rendement quantique de fluorescence,
¢y. Il est mesuré expérimentalement et défini comme le rapport du nombre de photons émis sur
le nombre de photons absorbés. Plus généralement l'efficacité des réactions photo-chimiques ou des
processus photophysiques est mesurée ou exprimée en terme de rendement quantique défini comme
le rapport du nombre de fois que le processus s’est produit par photon absorbé. L’intensité de fluo-
rescence étant proportionnelle au nombre de photons émis, le rendement quantique de fluorescence

est donné par l'intégrale de l'intensité de fluorescence normalisée a t=0.

1 oo
6p = — / N(t) dt (1.3)
TENO T
Dans le cas simple présenté ici, il s’exprime plus simplement de la facon suivante
k. Ts
_ 3 1.4
o R R T (1.4)

Connaissant le rendement quantique de fluorescence et le temps de vie de I'état excité 75, on peut
donc calculer le temps de vie de fluorescence 7¢. Le rendement quantique de fluorescence donne une
bonne indication de Defficacité de la fluorescence du systéme car il quantifie le nombre de photons
émis par photon absorbé. La “brillance” d’un systéme est définie comme le produit du coefficient
d’extinction molaire €(\) et du rendement quantique de fluorescence ¢¢. Elle peut également étre

utilisée pour quantifier 'efficacité de la fluorescence.

I.2 Les protéines de la famille de la Green Fluorescent Protein

Dans cette partie, la structure des protéines de la famille de la GFP et un apercu général de leurs

applications seront présentés, aprés un bref historique concernant leur découverte.

I.2.1 Un bref historique

La Green Fluorescent Protein [7,8,9,10], fut découverte en 1961 par O. Shimomura et al [11] comme
étant un partenaire de I’aequorin, une protéine chimio-luminescente de la méduse Aequoria Victoria.
L’intérét porté a cette méduse venait du fait que contrairement & d’autres organismes marins de
la méme famille, la lumiére qu’elle émet n’est pas de couleur bleu, caractéristique de 1'aequorin (le
spectre d’émission de ’aequorin se situe aux environ de 470 nm) mais de couleur verte. La GFP
a ensuite été isolée et sa fluorescence verte a été caractérisée par son spectre d’émission dont le
maximum est situé aux alentours de 508 nm [12]. En comparant ce spectre a celui de I’émission
de lumiére de tissus vivant de la méduse aequoria victoria O. Shimomura identifia que c’est la
GFP qui est responsable de I’émission de lumiére dans cet organisme. Morise et al [13| ont ensuite

montré que 1’émission de lumiére des tissus de la méduse Aequoria Victoria est due & un transfert
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d’énergie de 'aequorin vers la GFP par un mécanisme de Férster [5, chapitre 9]. Ce décalage du
spectre d’émission grace a la combinaison de la GFP et de 'aequorin a été observée dans d’autres
organismes marins [14]. Cependant, l’avantage biologique apporté par cette combinaison n’est pas

encore établi.

La principale avancée vient des travaux de Prasher et al [15] qui ont réussi a cloner le géne de la
GFP et ceux de Chalfie et al [16] qui ont exprimé le géne de la GFP dans d’autres organismes et
ont observé que la fluorescence était conservée. Chalfie et al en ont déduit que le géne de la GFP
contient toute 'information nécessaire pour la synthése de son chromophore et que la présence de
cofacteurs ou d’enzymes spécifiques de la méduse aequoria victoria ne sont pas nécessaires pour
obtenir la fluorescence de la GFP. Ce résultat confére & la GFP un avantage majeur par rapport
aux autres protéines fluorescentes et est le point de départ d’'un développement considérable de
son utilisation en imagerie. Ces dix derniéres années, sous l'impulsion de R. Tsien [7] qui a congu
un grand nombre de mutants de la GFP avec des propriétés diverses, elles sont devenues un outil
incontournable en imagerie cellulaire in vive. O. Shimomura, M. Chalfie et R. Tsien se sont vu
attribuer le prix Nobel de chimie 2008 pour leur travaux sur la découverte et le développement de
la GFP.

1.2.2 Structure de la GFP

La GFP a été cristallisée pour la premiére fois par Morise et al [13]. La figure de diffraction aux
rayons X de la structure a été obtenue en 1988 par Perrozo et al [17]. La séquence primaire de la GFP
sauvage de la méduse aequorea victoria a été déterminée par Prasher et al [15] en 1992 et contient
238 acides aminés. La structure a été résolue une dizaine d’année aprés ’obtention des résultats
des expériences de diffractions des rayons X simultanément par Ormé et al [18] (code IEMA de
la Protein Data Bank [19]) et par Yang et al [20] (code 1GFL de la Protein Data Bank) ? La
difficulté pour résoudre la structure venait de I'utilisation de sélénométhionines qui ont été utilisées
pour faciliter la cristallisation de la protéine. Celles-ci diffusent les rayons X et rendent les figures
de diffractions difficilement interprétables. Les deux structures de la GFP obtenues par Ormé et al
et par Yang et al protéines ne sont pas celles de la GFP sauvage. La GFP dont le code est 1GFL
porte la mutation Q80R " et la GFP dont le code est IEMA porte la mutation S65T.

La structure tridimensionnelle de la GFP a une forme cylindrique due & 11 brins qui forment deux a
deux des feuillets 3 (figure 1.2 a). Cette forme particuliére donne a la structure le nom de tonneau-£3
(B-barrel ou (-can) et certains auteurs qualifient la GFP de light in a can [8]. Les dimensions de
ce cylindre sont d’environ 24 A de diametre et 42 A de hauteur. La majorité de la chaine primaire
forme des structures secondaires ce qui confére & la structure une rigidité importante notamment
dans la région centrale. Une hélice a dirigée suivant 1’axe du cylindre de la protéine porte environ a

mi-hauteur le chromophore responsable de la fluorescence (figure 1.2 b et ¢). Le chromophore n’est

#Par la suite ces structures obtenues grace aux expériences de diffractions des rayons X seront appelées structure
RX.

PLa notation X N Y décrit la mutation de ’acide aminé X en position N par Pacide aminé Y. Le code des acides
aminés & une lettre est trés souvent utilisé dans ce cas. Le nom des acides aminés et les codes a une lettre sont donnés
en annexe A.l.
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1.2 Les protéines de la famille de la, Green Fluorescent Protein

Figure 1.2 — a) et b) Structure tridimensionnelle de la GFP vue de face et de dessus. Les feuillets
rouges définissent le cleft qui est une faiblesse de la structure de la GFP. ¢) Vue du chromophore
de la GFP a l'intérieur de la protéine. Il est lié & 'hélice v centrale par deux liaisons covalentes.

pas un cofacteur, il résulte de la cyclisation de trois acides aminés Ser65, Tyr66 et Gly67. Il avait
été identifié par O. Shimomura comme étant une 4-(p-hydroxybenzylidene)imidazolidin-5-one [21].
Il se forme a la suite du repliement de la protéine suivant le mécanisme présenté figure 1.3 [22].
Le temps de repliement de la protéine et de la formation du chromophore a été mesuré par Reid
et al dans le mutant S65T et dure environ 100 min [23]. Il ne nécessite aucune intervention d’une
enzyme, seule la présence d’oxygeéne est requise. Le chromophore de 1la GFP est formé de deux cycles
aromatiques, un cycle imidazolinone et un cycle indole, reliés par un groupement CH. L’ensemble
forme un systéme 7 étendu qui confére au chromophore une fluorescence dans le domaine visible.

Les orbitales mises en jeu dans ’absorption et I’émission de lumiére sont présentées sur la figure 1.4.

La structure cylindrique de la GFP présente deux particularités. Tout d’abord, un nombre important
d’acides aminés polaire ou chargés ont leur chaine latérale & l'intérieur de la protéine et & proximité
du chromophore, en particulier GIn69, Arg96, Gln94 His148, Thr203, Ser205 et Glu222 qui forment
un réseau dense de liaisons hydrogéne autour du chromophore. Ces acides aminés forment également
des liaisons hydrogéne avec des molécules d’eau cristallographiques présentes & l'intérieur de la
protéine. D’autre part, le tonneau de feuillets 3 présente une irrégularité entre deux brins [24] (en
rouge sur la figure 1.2 a). Par rapport a la structure idéale d’un feuillet 3, il manque un certain
nombre de liaisons hydrogéne entre des atomes des deux brins, trop éloignés les uns des autres.
Dans la suite de ce travail, pour nommer cette irrégularité nous reprendrons le terme anglais cleft
(crevasse) utilisé dans la référence [24]. Ce cleft est situé proche du chromophore et est une voie

d’échange possible de molécules d’eau ou de protons entre 'intérieur de la protéine et le solvant.
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Figure 1.3 — Mécanisme proposé par Cubitt et al [22| pour la synthése intra-moléculaire du chro-
mophore de la GFP

HOMO LUMO

Figure 1.4 — Orbitale moléculaire HOMO et LUMO du chromophore de la GFP obtenue par un
calcul B3LYP/6-31G*.

1.2.3 La famille de la GFP

La famille de la GFP comportent un grand nombre de protéines. Certaines ont été concues par les
biologistes pour obtenir des mutants performants, fluorescent dans une gamme de couleur différente
(figure 1.5) [25,26] (elles différent généralement de la GFP sauvage par au plus une dizaine de
mutations). D’autre, les homologues, ont été découvertes dans différents organismes marins. Elles
possédent toutes la structure en tonneau formé de 11 feuillets 8 décrite plus haut pour la GFP.
Le chromophore se forme de la méme maniére, & partir de la cyclisation de 3 acides aminés, parmi
lesquels on retrouve toujours la glycine en position 67. Il comporte toujours deux cycles aromatiques

dont I'un est un cycle imidazolinone, reliés par un pont formé d’un atome de carbone.

Dans les mutations qui affectent le chromophore on trouve d’une part la mutation de la tyrosine 66
par un autre acide aminé possédant un cycle aromatique (histidine, phenylalanine ou tryptophane),

et d’autre part la mutation de la serine 65 en thréonine, glycine, glutamine ou méthionine |25, 26].
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| AAA

Figure 1.5 — Echantillon des protéines fluorescentes actuellement disponibles.

La mutation de Tyr66 modifie fortement le spectre d’absorption et de fluorescence, en les déplacant
vers le bleu. La mutation de la sérine 65 en methionine résulte en une extension du systéme m et
& un décalage des spectres d’absorption et d’émission vers le rouge. Les mutations ne touchant pas
le chromophore ont en général un effet plus limité, par exemple, la mutation de la thréonine 203
par une tyrosine conduit & un décalage vers le jaune, di & une interaction entre le systéme 7 du

chromophore et celui de la tyrosine 203.

Parmi les protéines de cette famille les plus utilisées, on trouve, outre la GFP elle-méme, la Cyan
Fluorescent Protein, CFP [27,28|, dont la mutation principale est celle de la tyrosine 66 en tryp-
tophane et la Yellow Fluorescent Protein, YFP [18,29], dont la mutation principale est celle de la

thréonine 203 en tyrosine.

I.2.4 Utilisation des protéines fluorescentes

L’utilisation des protéines de la famille de la GFP qui a eu le plus de succeés est la sonde fluorescente.
Le géne qui code pour la GFP est ajouté au géne qui code pour une protéine d’intérét, appelée
protéine hote. L’expression de cette derniére conduira & un ensemble fluorescent correspondant &
la protéine hote & laquelle est accroché une GFP. La fusion idéale consiste & obtenir un ensemble
dans lequel ni les propriétés de la protéine fluorescente utilisée ni celles de la protéine hote ne sont
altérées. Grace a la fluorescence il est alors aisé de localiser et de suivre les mouvements de la
protéine hote dans la cellule ou dans un organisme vivant. Ce type d’expérience a été réalisée avec

succés en utilisant des protéines hotes variée et localiser dans pratiquement tous les organites de la
cellule [7].

Les protéines de la famille de la GFP peuvent également étre utilisées comme indicateur actif. Ces
sondes émettent alors un signal différent en fonction du milieu et de ’environnement dans lequel on
se trouve. Ce type de sensibilité est cependant limité & cause de la rigidité de ces protéines et du
fait que le chromophore soit confiné & l'intérieur de la protéine. D’autre part, dans la majorité des

applications, la sensibilité & 'environnement n’est pas recherché car elle est souvent mal contrélée.

Le transfert résonnant d’énergie de fluorescence, FRET [5, Chapitre 9|, a été largement utilisé pour
concevoir des sondes fluorescente sensibles a 'environnement. Le FRET a lieu par un mécanisme
de Forster et ne peut se produire que si les deux fluorophores (dans notre cas deux GFP) sont
suffisamment proches (<100 A) et le spectre d’émission du fluorophore donneur recouvre au moins

partiellement le spectre d’absorption du fluorophore accepteur. Dans ces conditions, une fois porté
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dans son état excité, le donneur peut transférer son énergie a 'accepteur de maniére non radiative.
On observe donc la fluorescence de 'accepteur au détriment de celle du donneur. La probabilité que
le FRET se produise est proportionnelle & RS/(R§ + r®) ot 7 est la distance entre le donneur et
Paccepteur et Ry est la distance a laquelle la probabilité que le FRET se produise est de 1/2. Ry
dépend du rendement quantique de fluorescence du donneur, du coefficient d’extinction molaire de
I'accepteur, du recouvrement entre le spectre d’émission du donneur et le spectre d’absorption de
I’accepteur et de l'orientation entre les fluorophores. La plupart des mutations et des améliorations

faites sur les GFP ont pour but d’augmenter la probabilité que le FRET ait lieu.

Le premier type d’indicateur mis au point avec des GFP en mettant & profit le FRET est un
indicateur & cations Ca; [30,31]. Le FRET est également tres utilisé dans ’étude des interactions
entre protéines. En fusionnant une GFP sur une premiére protéine hote et une autre GFP sur une
deuxiéme protéine hote, il est possible d’identifier par le FRET, les zones de la cellule ot les deux
protéines hotes sont proches [32]. Dans ce type d’expérience la CFP est généralement utilisée comme
donneur et la YFP est utilisée comme accepteur [33,34]. Pour ce couple donneur/accepteur Ry vaut
entre 49 et 52 A [7] (la valeur de Ry mesurée maximale pour un couple de GFP étant de ordre de
60 A) et les maxima des spectres d’émission de ces deux protéines sont suffisamment séparés pour

étre distingués expérimentalement.

Le principal avantage du FRET est qu’il donne une résolution spatiale et temporelle du phénoméne
observée et qu’il peut étre mis en oeuvre dans presque tous les compartiments de la cellule. Son prin-
cipal désavantage est lié au fait que l'accepteur, méme en 'absence de donneur, est fluorescent [7].
En effet, le couple donneur/accepteur est choisi de sorte que le spectre d’émission du donneur et le
spectre d’absorption de ’accepteur se recouvrent ce qui impose généralement que le spectre d’ab-
sorption de ’accepteur et du donneur se recouvrent légérement. Cela pose un probléme pour mesurer
Pefficacité du FRET qui est généralement obtenue par le rapport de l'intensité de fluorescence de
I'accepteur sur celle du donneur. Du fait que ce rapport est non nul méme en absence de FRET, sa

variation doit étre importante pour étre significative.

Une alternative pour contourner cette difficulté est de quantifier 'efficacité du FRET en mesurant
la variation de la durée de vie du donneur. En effet, du point de vue du donneur, le FRET est un
processus de désactivation non radiatif de son état excité et, plus il est efficace, plus la durée de vie
de I’état excité du donneur sera courte. Cette approche ne nécessite aucune mesure sur 'accepteur
et est donc plus rapide et généralement plus fiable. De plus, la durée de vie est indépendante de
la concentration en protéine dans la cellule qui est souvent mal connue et présente de fortes hété-
rogénéités. Au laboratoire, le groupe de biophysique travaille au développement de ces techniques
d’imagerie appelée imagerie de temps de vie de fluorescence (FLIM, Fluorescence lifetime imaging
microscopy). L’une des principales limites a I'utilisation des techniques de FLIM-FRET est que la
mesure du temps de vie peut étre complexe car le déclin de la fluorescence peut présenter plusieurs
composantes de temps qui dépendent de I'environnement. C’est le cas de la CFP qui est le donneur
le plus utilisé et présente un déclin de la fluorescence complexe [35]. L’amélioration de la CFP a

conduit & la Cerulean [36,37] qui fait 'objet de I’étude présentée au chapitre II.

Plus récemment, des homologues de la GFP avec de nouvelles propriétés ont été développées |38,
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39,40]. Ces protéines sont dites activables. On distingue deux types : les protéines photoactivables
qui, sous 'action d’un laser, passent d’un état excité non fluorescent & un état excité fluorescent ; et
les protéines photoconvertibles dont la position du spectre de fluorescence est décalée sous 'action
d’un laser. Ces protéines sont de puissants outils pour I'étude de la dynamique des protéines en

cellule vivante car elles peuvent étre activées & un instant précis.

I[.3 Champ de force pour un acide aminé non standard

Au cours de cette thése, nous avons mis en oeuvre des simulations de dynamique moléculaire de la
GFP ainsi que de la Cerulean. Les principes de base de ce type de simulations sont présentés en
annexe B. On rappellera simplement ici que les simulations de dynamique moléculaire sont basées
sur l'utilisation d’un champ de force qui contient I’expression analytique de ’énergie potentielle du
systéme ainsi que tous les paramétres nécessaires a son utilisation. Le choix du champ de force est
donc une des premiéres étapes avant de faire une simulation de dynamique moléculaire. Dans le
programme AMBER utilisé pour les simulations, le champ de force couramment employé est ff99.

Son expression est rappelée ici :

Effgg = Z kr (T’—?”() Z kg 0 — 00 Z Z 1+ cos TL¢ (bo)]

liaisons angles diedres n
Bz qiqj
> ( o | 2 G
€T s
i<j Tij i<j Y

Les protéines de la famille de la GFP possédent un chromophore qui n’est pas un acide aminé
standard. Or, les paramétres des champs de force & notre disposition définissent uniquement les
paramétres des acides aminés standard. Il est donc nécessaire de déterminer les paramétres associés
au chromophore de ces protéines. Pour cela, certaines contraintes liées a l'utilisation de la suite de

programme AMBER doivent étre respectées :

e la forme analytique du champ de force utilisé pour le chromophore doit étre la méme que celle
du champ de force ff99 utilisé pour les acides aminés standard.

e Pour étre cohérent avec le champ de force ff99 utilisé pour les autres acides aminés, les
parameétres de ’acide aminé non standard doivent étre déterminés d’une maniére aussi proche

que possible de celle employée pour les autres acides aminés.

Il n’existe pas de champ de force universel. Ainsi, une paramétrisation du champ de force ne peut
étre valide ni pour ’ensemble de la surface d’énergie potentielle du systéme, ni pour étudier tout
type de propriétés. Les paramétres doivent étre calculés pour répondre & un besoin précis. Leurs
calculs doivent se faire dans une région de ’espace des configurations qui recouvre au mieux la zone
qui sera explorée au cours de la dynamique. Ainsi, plusieurs champs de force ont été mis au point

suivant la protéine étudiée et le type d’étude effectuée.

[’étude concernant la Cerulean met en jeu deux conformations du chromophore & I’état électronique

fondamental, nommeée cis et trans (figure 1.6). Cette nomenclature sera justifiée au chapitre II. Elle
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nécessite de décrire correctement la dynamique du chromophore dans les bassins d’équilibre autour
de ces deux conformations. Nous avons donc déterminé un champ de force du chromophore a I’état
fondamental pour chacune de ces deux conformations. Dans ’étude sur la GFP, nous nous sommes
intéressés au comportement du premier état électronique excité du chromophore, particuliérement &
la dynamique de la torsion ¢ (figure 1.6 pour la définition de ’angle) sur ’ensemble de son domaine
de définition.
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Figure 1.6 — Représentation et numérotation des atomes du chromophore de la Cerulean en confor-
mation cis et trans et du chromophore anionique de la GFP.

Nous allons maintenant détailler la démarche utilisée pour construire ces différents champs de force.
Nous commencerons par définir ’entité chromophore pour laquelle les paramétres du champ de force
doivent étre calculés. Nous présenterons ensuite la paramétrisation des deux champs de force du

chromophore de la Cerulean puis du champ de force du chromophore de la GFP.

I.3.1 L’entité chromophore

Le chromophore des GFP résulte de la cyclisation de trois acides aminés (en position 65, 66, 67) [7]
et présente les mémes terminaisons qu'un acide aminé standard. Chacune de ses extrémités est reliée
au reste de la protéine par une liaison peptidique. Conventionnellement, la séparation entre deux
acides aminés dans ’enchainement du squelette protéique se fait entre le NH et le CO de chaque

liaison peptidique (figure 1.7).
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Figure 1.7 — Schéma représentant une chaine d’acides aminés reliés par des liaisons peptidiques. Le
cadre délimite l'entité associée a un acide aminé standard dans AMBER.

Dans le champ de force ff99, chaque acide aminé, délimité par ses deux extrémités NH et CO
(figure 1.7), constitue une entité a laquelle est associée une librairie qui contient tous les paramétres
du champ de force nécessaire pour ’entité considérée. Dans notre cas, il faut donc construire une

nouvelle entité qui correspondra au chromophore.

Certains parameétres des champs de force des chromophores de la GFP et de la Cerulean ont été
obtenus & partir de calculs de chimie quantique. Pour faire ces calculs, il est préférable de compléter
les liaisons manquantes des atomes terminaux afin qu’ils aient le nombre de liaisons adéquates. De
cette maniére, 'environnement chimique des atomes terminaux de ’entité chromophore reste proche
de celui existant lorsque le chromophore est relié & la protéine. Pour conserver la conjugaison des
liaisons peptidiques, un groupement COH est rajouté sur la terminaison NH du chromophore et
un groupement NH, est rajouté sur sa terminaison CO (en bleu sur la figure 1.6). Ce modéle sera
utilisé par la suite comme modéle du chromophore pour réaliser les calculs quantiques nécessaires
pour déterminer les champs de force du chromophore de la GFP et de la Cerulean. Il sera désigné

simplement sous le nom de chromophore.

I.3.2 Charges effectives

Une bonne représentation des interactions électrostatiques est trés importantes pour obtenir une
bonne description de la structure et de la dynamique des systémes biologiques. Un moyen simple de
décrire ces interactions est d’utiliser des charges effectives représentant la densité électronique de
la molécule. Deux approches différentes peuvent étre envisagées pour les déterminer. La premiére
consiste a les déterminer de maniére empirique de sorte que les simulations, dans lesquelles elles sont
utilisées, reproduisent au mieux des données expérimentales. Ce type d’approche est mis & profit
dans le cas des charges de type OPLS [41]. L’autre approche consiste a calculer les charges effectives
a partir de calcul de mécanique quantique ab initio. Les charges effectives sont alors ajustées de
fagon & reproduire au mieux le potentiel électrostatique calculé au niveau ab initio sur une grille de
points [42].

Nous avons utilisé cette deuxiéme approche pour déterminer les charges effectives pour le chromo-

phore de la Cerulean et de la GFP. Aprés avoir décrit cette approche, les résultats obtenus pour le
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chromophore de la Cerulean et celui de la GFP seront présentés.

1.3.2.1 Détermination de charges effectives a partir de calculs ab initio

Les charges effectives sont placées sur les atomes. Elles sont ajustées de sorte qu’elles reproduisent
le potentiel électrostatique créé par la densité électronique calculée au niveau ab initio. On choisit
alors une grille de points autour de la molécule et on calcule le potentiel électrostatique, V2, en
chaque point k de cette grille par une méthode ab initio. On cherche alors les charges qui minimisent
I’écart quadratique moyen entre Vkab et VkChm'ge, le potentiel créé en chaque point de la grille par la

répartition de charges effectives, c’est a dire la fonction x? suivante

1 Npts
2 ab chargey2
- E Veb _ vy L5
X Npts < (Vi k ) (L5)

ol k désigne un point de la grille. Les dérivées premiéres de x? par rapport aux charges effectives
sont des fonctions linéaires des charges effectives qui peuvent donc étre obtenues analytiquement,

par un calcul matriciel.

La racine carré de la fonction x?, nommé RMS (Root Mean Square) donne une indication de la
qualité de la répartition de charge obtenue. L’écart quadratique moyen relatif, RRMS, correspond
au RMS divisé par la racine de la moyenne des carrés des valeurs du potentiel électrostatique
calculées ab initio (équation 1.6). Il donne une indication relative de la qualité de la répartition de

charges obtenues.

Npts
Z (Vkab N V]:ha'rge)2
. k
RRMS = s (L6)
Doy
k

Dans le champ de force ff99, le potentiel électrostatique ab initio utilisé pour déterminer les charges

a été calculé au niveau Hartree-Fock, HF, avec une base 6-31G* [3].

Une des difficultés liées & D'utilisation de cette méthode vient du fait que les charges obtenues
dépendent souvent de la grille de points utilisée et de la géométrie de la molécule. L’origine de
ces variations est que le nombre de charges effectives utilisées est souvent trop élevé et certaines
charges sont alors indéterminées. C’est souvent le cas des atomes “enfouis” comme les atomes de
carbone de groupement méthyle. Ceux-ci sont entourés de trois autres charges plus proches des
points de la grille. La charge de 'atome de carbone aura donc peu d’effet sur la valeur du potentiel
et sera indéterminée. Pour contourner ce probléme, différentes approches ont été proposées, la plus
répandue étant la méthode RESP [43,44] (Restraint Electrostatique Potential). Dans cette méthode,

on rajoute dans I’équation 1.5 un terme qui permet de contraindre les charges autour d’une valeur
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cible. Ces contraintes, sont généralement de forme harmonique ou hyperbolique et permettent de

limiter les fluctuations des charges en fonction de la géométrie ou de la grille de points.

B. Lévy et J. Ridard, au laboratoire, ont développé il v a quelques années une autre approche.
Elle consiste & ajouter des contraintes linéaires, traitées de maniére exacte et permettant de réduire
le nombre de paramétres indéterminés [45,46]. Ces contraintes, permettent de fixer la valeur de
certaines charges ou la valeur de la somme d’un groupe de charges. Des contraintes utilisant une
force de rappel harmonique peuvent également étre employées. Dans ce cas, on rajoute dans la

fonction x? que I'on minimise (équation [.5) une expression de la forme :
Xharmonique = Z ki(qi - Qé)z (17)
i

ot ¢; désigne la charge effective de I’atome i, ¢° désigne la charge cible vers laquelle doit tendre
la charge effective ¢ et k; est un poids qui permet d’ajuster la force avec laquelle s’exerce cette

contrainte.

Pour déterminer les charges du chromophore de la GFP et de la Cerulean, nous avons utilisé & la

fois des contraintes linéaires et harmoniques. Le calcul de ces charges est présenté ci-dessous.

1.3.2.2 Calcul des charges effectives

La position et le nombre de charges effectives sont indépendants de la topologie de la molécule. Dans
certains modéles on utilise plusieurs charges effectives par centre atomique afin de représenter,
par exemple, la densité électronique sur un atome par un dipéle. Dans le champ de force ff99,
une charge effective est positionnée sur chaque centre atomique. Pour que les paramétres calculés
pour le chromophore soient compatibles avec le champ de force ff99, le potentiel électrostatique du

chromophore sera ajusté en placant une charge sur chaque centre atomique.

Le chromophore de la Cerulean contient 46 atomes et celui de la GFP en contient 42. La détermi-
nation des charges effectives nécessite donc de minimiser une fonction de 45 ou 41 variables si on
impose la valeur de la charge totale du chromophore. C’est un probléme en partie indéterminé a
cause de la présence d’atomes “enfouis” & l'intérieur de la molécule. Nous avons introduit un certain

nombre de contraintes dont I’'un des effets est de limiter cette indétermination.

a) Choix de la grille de points

La grille de points est déterminée en répartissant des points de maniére homogeéne sur la surface
obtenue en fusionnant les surfaces de sphéres centrées sur chaque atome du chromophore. Quatre
surfaces sont utilisées simultanément. Elles sont construites a partir de sphéres de rayons différents
centrées sur les atomes. De cette maniére, aussi bien des points proches qu’éloignés des centres ato-
miques peuvent étre utilisés. Les charges effectives obtenues représenteront correctement le potentiel

électrostatique a différentes distances.
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b) Chromophore de la GFP

Comme on souhaite modéliser la surface d’énergie potentielle de ’état électronique excité fluorescent
du chromophore de la GFP, les charges effectives ont été ajustées sur le potentiel électrostatique créé
par la densité électronique de cet état électronique. La géométrie de I’état excité du chromophore
de la GFP a été tout d’abord partiellement optimisée au niveau CIS/6-31G* en fixant 1’orientation
des acides aminés Thr65 et Gly67 & leur position dans la structure RX. Le potentiel électrostatique
a ensuite été calculé au niveau CIS/6-31G*. Les charges effectives de I’état fondamental ont aussi
éte calculées. Elles ont été ajustées sur le potentiel électrostatique calculé au niveau HF/6-31G*
en utilisant la géometrie de I'état fondamental partiellement optimisée au niveau B3LYP/6-31G*
en fixant 'orientation des acides aminés Thr65 et Gly67 a leur position dans la structure RX. Les
géométries de ’état électronique fondamental et de 1’état électronique excité sont peu différentes et
le chromophore est quasi plan. Les coordonnées internes les plus modifiées sont les longueurs des

liaisons du ponts reliant les deux cycles aromatiques.

Plusieurs commentaires peuvent étre faits sur la méthode de calcul utilisée pour I’état excité fluores-
cent. Tout d’abord, la base employée est petite et ne comporte pas de fonctions diffuses ce qui n’est
généralement pas recommandé pour les calculs d’états excités. Cependant, comme le chromophore
est confiné & l'intérieur de la protéine, il est probable que ’expansion du nuage électronique lors
du passage & I'état électronique excité soit contraint par la présence d’acides aminés proches du
chromophore. Limiter la taille de la base a donc ici un sens physique qui est de modéliser le confine-
ment du nuage électronique du chromophore & l'intérieur de la protéine. D’autre part, la méthode
CIS n’est pas la méthode la plus précise pour calculer la densité électronique d'un état excité. Les
méthodes de type TDDFT ou CASSCF sont généralement plus précises car elles incluent une partie
plus importante de la corrélation électronique. Cependant, le calcul de la densité électronique de
I’état électronique excité au niveau CIS, pour déterminer les charges effectives du chromophore,
est cohérent avec l'utilisation de calcul au niveau HF pour I’état électronique fondamental dans le
champ de force ff99.

Un ensemble de contraintes linéaires ont été introduites dans le calcul des charges :

1. Le chromophore étant anionique, de charge -1, nous avons imposé que la somme des charges

effectives soit égale a -1.

2. La somme des charges effectives des atomes ajoutés pour fermer l'entité chromophore doit

étre nulle (atomes en bleu sur la figure 1.6 page 20).

3. Les trois atomes d’hydrogéne du groupement méthyle de la partie correspondant & Thr65 sont
chimiquement équivalents. Nous avons donc imposé que les charges des trois hydrogénes soient

égales.

Une fois ces contraintes introduites, le RRMS est de 3% pour les charges de I’état fondamental et

celles de I’état excité fluorescent. Les résultats numériques sont donnés dans le tableau I.1.

Les charges effectives obtenues pour I’état fondamental sont en bon accord avec celles déterminées

par Helms et al [24]. Lors du passage de I'état électronique fondamental & 1’état électronique excité,
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atome So S1 atome So S1
Imidazolinone Partie Thr65
C1 0.32270  0.29711 CAl 0.01052  -0.06993
N2 -0.52449  -0.66806 H(CA1) 0.11362  0.13086
CA2 -0.07839  0.31875 CB1 0.51998  0.51781
C2 0.41522  0.36771 H(CB1) -0.05811  -0.04499
02 -0.61502 -0.59539 CG1 -0.16067  -0.19992
N3 0.04186  0.04186 H(CG1)(x3) 0.03582  0.04634
somme -0.44 -0.24 0G1 -0.71063 -0.71024
différence S1 — So +0.20 H(OG1) 0.39301  0.40500
N1 -0.79897 -0.76867
Pont reliant les deux cycles H(N1) 0.38194  0.38937
CB2 -0.08643 -0.58097 somme -0.20 -0.21
HB2 0.13608  0.17717 différence S1 — Sg -0.01
somme 0.05 -0.40
différence S1 — Sp -0.45 Partie Gly67
CA3 -0.44694 -0.42387
Phénolate H(CA3)(x2) 0.20306  0.19896
CG2 -0.01568  0.43039 C3 0.75080  0.75055
CD1 -0.03297 -0.32853 03 -0.64036  -0.64620
HD1 0.18027  0.25163 somme 0.07 0.08
CE1 -0.59636 -0.46433 différence S1 — So 0.01
HE1 0.18533  0.17238
CZ 0.92479  0.81694
OH -0.79480 -0.77154
CE2 -0.53607 -0.37815
HE2 0.17566  0.16082
CD2 -0.13400 -0.30281
HD2 0.16451  0.18365
somme -0.48 -0.23
différence S1 — Sg +0.25

Tableau 1.1 — Charges effectives, en unité atomique, obtenues pour le chromophore de la GFP dans
son état fondamental, Sy, et dans son premier état excité fluorescent, S;. La numérotation des
atomes est présentée sur la figure 1.6 page 20.
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il y a un transfert de charges d’environ 0.5 électron des atomes des cycles imidazolinone et phénolate

vers I’atome de carbone du pont qui relie ces cycles.

Les différences des charges effectives des paires d’atomes CD1-CD2, CE1-CE2, HD1-HD2 et HE1-
HE2 qui sont localement symétrique par rapport & ’axe de symétrie du phénol, n’excédent pas 0.08

électron. La symétrie locale du phénolate est donc conservée.

Le cycle phénolate seul posséde un axe de symétrie (passant par les atomes CG2 et CZ). Cette symé-
trie pourrait justifier d’imposer que les charges des paires d’atomes CD1-CD2, CE1-CE2, HD1-HD2,
HE1-HE2 soient égales. De telles contraintes n’ont pas été introduites car bien que le chromophore
présente localement cette symétrie, la présence du cycle imidazolinone et des parties issues de Thr65

et Gly67 brise cette symétrie. Les

Lorsqu’on s’intéresse & des mouvements de grandes amplitudes, comme dans notre cas le long de
la coordonnée ¢, des transferts de charge importants peuvent avoir lieu. Dans cette étude, nous
avons négligé cette possibilité et choisi d’étudier la dynamique de ’état excité du chromophore en
utilisant des charges effectives fixes, c’est & dire indépendante de la géométrie. Le développement

de champs de force différents permettant d’utiliser des charges variables est en projet.

¢) Chromophore de la Cerulean
Les charges effectives ont été calculées pour les conformations cis et trans du chromophore a 1’état

électronique fondamental. Nous avons tout d’abord partiellement optimisé la géométrie du chromo-
phore au niveau B3LYP/6-31G*, en fixant l'orientation des acides aminés Thr65 et Gly67 a leur
position dans la structure RX. Pour conserver une approche comparable a celle utilisée pour dé-
terminer les charges du champ de force ff99, les charges effectives ont été ajustées de sorte qu’elles
reproduisent au mieux les valeurs du potentiel électrostatique créées par la densité électronique du

chromophore, calculées au niveau HF /6-31G*.

Nous avons imposé un premier groupe de contraintes linéaires :

1. La somme des charges des atomes ajoutés pour fermer l'entité chromophore doit étre nulle

(atomes en bleu sur la figure 1.6 page 20).
2. Dans le champ de force ff99, les atomes du groupement carbonyle (C et O) et du groupement

NH du squelette protéique ont la méme charge pour tous les acides aminés neutres. Pour le
chromophore, les charges de ces quatre atomes ont donc été fixées & leurs valeurs dans le
champ de force ff99 (tableau 1.2). Cette contrainte n’a pas été utilisée dans le cas de la GFP

car le chromophore est a 1’état électronique excité.

3. Les charges effectives des trois atomes d’hydrogéne du groupement méthyle sont égales.

atome C 0 N H

charge 0.5973 -0.5679 -0.4157 0.2719

Tableau 1.2 — Charges effectives, en ua (fraction de la charge d’un électron), portées par les atomes

de la fonction amide d’un acide aminé neutre dans le champ de force ff99.
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1.3 Champ de force pour un acide aminé non standard

Ces contraintes dégradent faiblement la valeur du RRMS : il vaut maintenant 8% alors qu’il valait

6% lorsque seule la contrainte de neutralité totale du chromophore était imposée.

Nous avons imposé les contraintes harmoniques suivantes :

1. Des contraintes centrées sur zéro pour les charges des atomes lourds des cycles imidazolinone

et indole du chromophore. Les atomes d’hydrogéne n’ont pas été contraints.

2. Des contraintes sur les charges effectives des atomes issus de Thr65, avec comme charges
cibles, les valeurs qu’elles ont dans le champ de force ff99. En effet il semble acceptable de
supposer que la densité électronique des atomes de cette partie soit peu influencée, a I'état

fondamental, par la cyclisation des acides aminés qui forme le chromophore.

Le choix des valeurs des constantes k; que nous avons utilisées résulte d’un compromis : on souhaite
que le RRMS soit peu dégradé par I'ajout des contraintes et que les charges obtenues soient suffi-
samment proches des valeurs cibles. Nous avons retenu deux valeurs de k; : une pour contraindre
les charges des atomes de Thr65 (k; = 0.05 B2) et I'autre pour contraindre la valeur absolue des
charges des atomes lourds des deux cycles (k; = 0.0005 B=2). Une fois ces contraintes introduites,
le RRMS est de 9% dans la conformation trans et de 8% dans la conformation cis, ce qui est

acceptable. Les charges ainsi obtenues sont présentées dans le tableau 1.3.

On peut noter que le RRMS est significativement plus grand que celui obtenu pour le chromophore
de la GFP (de lordre de 3%). La raison est que le chromophore de la GFP étant anionique les
valeurs absolues du potentiel électrostatique qu’il crée en chaque point de la grille sont plus grandes
que celles du potentiel électrostatique créées par le chromophore de la Cerulean qui est neutre. Or,
les valeurs du RMS correspondant aux répartitions de charges obtenues pour le chromophore de la
Cerulean ou de la GFP sont similaires et de 'ordre de 0.002 ua. Dans ’équation 1.6, dans le cas
du chromophore de la GFP, le nombre au dénominateur étant plus grand, le RRMS est donc plus

petit.

Nous avons vérifié que les charges obtenues conduisent & des valeurs du moment dipolaire des
liaisons polaires N9-H9 et 024-H24 similaires a celles du champ de force ff99. Ceci est important
car ces atomes sont susceptible de former des liaisons hydrogéne avec les acides aminés voisins. Une
modification trop importante de leur charge pourrait avoir des effets néfastes sur la stabilité des

liaisons hydrogéne et en conséquence sur la dynamique du chromophore.

Le changement de conformation n’induit pas de transfert de charge important entre les différentes
parties du chromophore. La charge totale de la partie issue de Gly67 augmente de 0.14 ua lors
du passage de la conformation trans a la conformation cis alors que la charge totale du cycle
imidazolinone, de la partie Thr65 et des atomes C11, H11 diminue de la méme quantité. A I'intérieur
des cycles, les charges des atomes dont I'environnement est directement affecté par le changement
de conformation sont fortement modifiées. Il s’agit des atomes C14, N13 et C12 pour le cycle
imidazolinone et des atomes C1, C2, C3, C7 et C8 pour le tryptophane. Lors du passage de la
conformation trans a cis, la charge de 'atome C2 augmente alors que la charge de 'atome C8

diminue. Cette observation est cohérente avec le fait que ’atome C2 est proche du doublet non liant
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atome trans cis 1f99 atome trans cis ff99

Imidazolinone Partie Thr65 Thréonine

N15 0.08538  -0.31807 N26 -0.41570  -0.41570 -0.4157

C16 0.35820 0.58114 H26 0.27190 0.27190 0.2719

017 -0.51477  -0.55726 C22 -0.03978  -0.03273 -0.0389

C14 0.10406 0.29637 H22 0.12775 0.09196 0.1007

N13 -0.45181 -0.21691 C23 0.39126 0.35661 0.3654

C12 0.11566  -0.10130 H23 -0.00726  -0.02332 0.0043

somme -0.30328 -0.31603 C25 -0.25322  -0.24863 -0.2438
H25 0.06909 0.06948 0.0642

Pont reliant les deux cycles H27 0.06909 0.06948 0.0642

C11 -0.10649  -0.13672 H27 0.06909 0.06948 0.0642

HI11 0.15347  0.14281 024 -0.57699  -0.64716 -0.6761

somme  0.04698  0.00609 H24 0.36742 0.41580 0.4102
somme  0.07265  -0.02283

Indole Tryptophane

c7 -0.15501  0.03980 -0.1415 Partie Gly67 Glycine

C8 0.04407  -0.14575 -0.1638 C18 -0.29518  0.00444 -0.0252

H8 0.12827  0.21142 0.2062 H18 0.16620 0.10397 0.0698

N9 -0.40727  -0.36993 -0.3418 H19 0.16620 0.07353 0.0698

H9 0.37511 0.36616 0.83412 C19 0.59730 0.59730 0.5973

C6 0.12979 0.14055 0.1380 021 -0.56790  -0.56790 -0.5679

Ch -0.26222  -0.25499 -0.2601 somme 0.06662  0.21134

H5 0.17076 0.16315 0.1572

C4 -0.12565  -0.13566 -0.1134 dipdle en Debye

H4 0.14248 0.14880 0.1417 charges 9.914 9.319

C3 -0.16315  -0.23503 -0.1972 RHF 9.964 9.298

H3 0.14727  0.15561 0.1447

C2 -0.26883  -0.06659 -0.2387 RRMS

H2 0.18665 0.05953 0.1700 0.09 0.08

C1 0.17474  0.04436 0.1243

somme  0.11701 0.12143

Tableau 1.3 — Charges effectives, en unité atomique, obtenues pour le chromophore de la Cerulean
en conformation frans et en conformation cis. La valeur du dipéle de la ligne charges correspond
au dipole créé par les charges effectives. La valeur de la ligne RHF correspond au dipoéle calculé au
niveau RHF/6-31G*. Colonnes ff99 : valeurs des charges correspondantes dans le champ de force

£99.
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de I’azote N13 dans la conformation cis alors que c’est le carbone C8 qui prend sa place dans la

conformation trans.

Les charges des atomes N15 et C18 présentent également des variations importantes, d’amplitudes
semblables et de signes opposés. Ces variations ne semblent pas avoir de signification physique, et
sont vraisemblablement dues & une instabilité de l’algorithme de minimisation car C18 est un atome

"enfoui".

I.3.3 Champs de force pour le chromophore de la Cerulean
1.3.3.1 Interactions entre atomes non liés

Les interactions entre atomes non liés sont de deux types : les interactions de van der Waals, et
les interactions électrostatiques. Les interactions électrostatiques sont modélisées au travers des
charges effectives dont le calcul a été présenté au paragraphe 1.3.2.2. Nous avons pris les valeurs
des parameétres des interactions de van der Waals dans le champ de force ff99. Elles découlent du
“type d’atome” déclaré pour chaque atome. C’est du type d’atome que dépendent également les

parameétres des interactions entre atomes liés. Ces types sont décrits dans ce qui suit.

1.3.3.2 Interactions entre atomes liés

Pour construire le champ de force du chromophore, il faut donc définir les types des atomes qu’il

contient et, si nécessaire, définir de nouveaux types et tous les paramétres qui leurs sont associés.

a) Type d’atome dans le champ de force ff99

Le type d’'un atome donné est relié a ses propriétés chimiques. Il est attribué en fonction du nombre
et du type de liaisons qu’il forme. La théorie de I'hybridation classant les atomes de type sp3
(I’atome forme 4 liaisons simples et adopte une géométrie tétraédrique), sp2 (I’atome forme 2 liaisons
simples et une liaison double toutes dans un méme plan) ou spl ('atome forme une liaison simple
et une liaison triple colinéaire), est généralement utilisée. Par exemple, le type d'un carbone d'une
chaine aliphatique, sp3, sera différent de celui d’un carbone d’un systéme m, sp2. Ensuite, pour une
hybridation donnée, le type d’atome dépend de la fonction chimique a laquelle il appartient et donc
des atomes auxquels il est lié. Le type d’un carbone d’un groupement carbonyle est différent du
type d'un atome de carbone d’un cycle indole, bien qu’ils appartiennent tous les deux & un systéme

.

Le chromophore étant constitué de trois acides aminés, un type d’atome peut étre attribué pour
la plupart des atomes du chromophore par analogie avec ceux du champ de force ff99. Ainsi, pour
les atomes issus de Thr65 et Gly67, nous avons attribué le méme type d’atome que dans les acides
aminés thréonine et glycine. De la méme maniére, pour les atomes du cycle indole, nous avons
attribué les types des atomes du cycle indole du tryptophane. Le type O, de 'oxygéne du carbonyle

du squelette protéique a été attribué a 'oxygéne O17 de 'imidazolinone. Le type HA qui correspond
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a un hydrogéne de groupements aromatiques sans groupements électro-attracteurs a été attribué a
I’hydrogéne H11.

Par contre, le type de ’'atome de carbone C11 reliant les deux cycles et des atomes C12, N13,
C14, N15 et C16 du cycle imidazolinone, ne peuvent pas étre choisis parmi ceux disponibles dans
le champ de force ff99 car aucun acide aminé ne présente ce type de topologie. De nouveaux types

doivent donc étre définis.

b) Définitions de nouveaux types d’atome

Pour définir un nouveau type d’atome, il faut préciser de quel élément chimique il s’agit et donner
tous les paramétres du champ de force (a Pexception des charges atomiques, qui sont définies
atome par atome) dans lesquels il intervient : les parameétres des interactions de van der Waals, les

constantes de force et les valeurs d’équilibre pour toutes les élongations, les pliages et les torsions.

Les paramétres de van der Waals ont été pris égaux & ceux du méme élément chimique avec le méme
nombre de liaisons dans le champ de force ff99. Les valeurs d’équilibres des liaisons, des angles de
valence et des angles diédres ont été déduites directement de 1’ optimisation de géométrie ab initio
du chromophore. Pour les atomes du cycle imidazolinone, C12, N13, C14, N15 et C16, toutes les
constantes de forces ont été choisies dans le champ de force ff99 par analogie avec d’autres types
d’atome existants. Le cycle imidazolinone étant similaire au cycle d’un acide aminé histidine, les
parameétres ont été pris parmi ceux des types d’atome d’une histidine. De la méme maniére, les
paramétres faisant intervenir I'oxygéne du groupement carbonyle de 'imidazolinone ont été pris

parmi ceux faisant intervenir celui du squelette protéique.

¢) Cas particulier des atomes reliant les deux cycles
Une attention particuliére a été donnée aux paramétres des atomes C7, Cl11 et C12 qui relient
les deux cycles aromatiques car ils sont particuliérement importants pour décrire la dynamique du

chromophore.

A T'état fondamental, la liaison C11-C7 est une liaison simple tandis que la liaison C11-C12 est
une liaison double. Les constantes d’élongation ont été choisies de sorte qu’elles reproduisent ce
caractére de simple ou double liaison. Ces trois atomes étant impliqués dans le systéme 7 reliant les
deux cycles, la constante de force d’élongation correspondant a une liaison simple entre un atome
sp2 relié & un atome de carbone d’un cycle aromatique a été attribuée a la liaison C11-C7. Cette
constante de force est donnée dans le champ de force gaff [47] (General Amber force field) qui est
un champ de force similaire & ff99 mais qui contient un plus large choix de paramétres, adaptés aux
molécules organiques en général. La constante de force d’une liaison double entre deux atomes de
carbone sp2 d’un cycle aromatique a été attribuée a la liaison C11-C12 et a été prise dans le champ
de force ff99.

Dans le champ de force ff99, la constante de force liée & un pliage entre trois atomes sp2 comme
C12, C11 et C7 est la méme quelque soit le type d’atome et a été attribuée au pliage entre ces trois

atomes.
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Dans le champ de force ff99 I'expression analytique de I’énergie potentielle de torsion pour un angle

de torsion ¢ quelconque est la suivante :

Faeare(8) = Y 11+ cos(nd — do) )

n

La valeur de k est le nombre d’angles diédres associés a la torsion et vaut 4 dans le cas d’atomes
impliqués dans un systéme 7. Plusieurs paramétres doivent étre déterminés pour chaque torsion :
Les constantes de force, V,, qui définissent la raideur de la torsion, n la périodicité et ¢g la valeur
d’équilibre. Pour cette étude, comme nous souhaitons simplement décrire la surface d’énergie po-
tentielle du chromophore au voisinage de ses deux positions d’équilibre, 1'utilisation de plusieurs

termes de périodicités différentes est inutile. Nous avons donc pris simplement le terme n=1.

Nous avons déterminé ces parameétres pour les deux torsions, ¢ et 7, autour des deux liaisons C7-C11
et C11-C12, qui relient les deux cycles aromatiques (figure 1.6 page 20). La torsion ¢ sera caractérisé
par l'angle diedre C12-C11-C7-C8 et ’angle 7 sera caractérisé par l’angle diédre N13-C12-C11-C7.
Dans le cas présent les valeurs a ’équilibre, ¢ et 79, des deux angles de torsion ¢ et 7 valent 0°
ou 180° car le chromophore est plan. Il reste donc a déterminer les constantes de force de torsion
Vi, et V; associées aux angles de torsion ¢ et 7 dans chacune des deux conformations cis (p=0° et
7=0°) et trans (¢=180° et 7=0°).

Ces constantes ont été déterminées en ajustant un ensemble d’énergies du chromophore calculées
avec le champ de force ff99 sur un ensemble d’énergies calculées par une méthode ab initio. Par
exemple, pour la détermination de V,, en conformation cis, nous avons tout d’abord fait des calculs
ab initio du chromophore en conformation ¢is correspondant & différentes valeurs de ¢, de -30° a
+30° par pas de 10°. Pour chacun de ces calculs, nous avons imposé la valeur de ¢, et optimisé
la géométrie (au niveau B3LYP/6-31G*) en imposant que 7 conserve sa valeur a ’équilibre et que
les angles diédres des parties Thr65 et Gly67 conservent leurs valeurs dans la structure RX. Nous

obtenons ainsi une courbe Eup initio(@) (figure 1.8).

Ensuite, pour le méme ensemble de valeurs de ¢, nous avons calculé, pour plusieurs valeurs de la
constante de force V,,, I’énergie totale du chromophore avec l'expression analytique du champ de
force ff99 :

Eff99 = Eliaison + Eangle + Edied’/’e + EvdW + Eelec (19)

Nous avons ensuite cherché la valeur de cette constante pour laquelle les variations de la courbe

Ef 99 reproduisent au mieux celles de la courbe Eup initio-

Les géomeétries du chromophore utilisées dans les calculs de Etrg9 ne sont pas identiques a celles
des calculs ab initio. Ces derniéres sont partiellement optimisées pour chaque valeur de I'angle ¢ :
les longueurs de liaisons et les angles varient en fonction de ¢. Par contre, les énergies Eyrgg sont
calculées pour des géométries du chromophore ou seul ¢ varie, les longueurs de liaison et les angles
de liaison restant fixés a leurs valeurs optimisées ab initio. Cette facon de faire découle du fait que

dans la dynamique les coordonnées interne ne sont pas couplées. Donc les deux premiers termes de
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Figure 1.8 — Courbes d’énergie potentielle des torsions autour des liaisons C12-C11 (angle diédre 7)
et C11-C7 (angle diedre ¢) pour les deux conformations cis et trans du chromophore. Les calculs
ab initio ont été fait au niveau B3LYP/6-31G* sur des géométries partiellement optimisées. ff99 :
valeurs calculées avec le champ de force ff99.

Etr99 (énergie d’élongation et de pliage) ne dépendent pas de I'angle ¢, mais le terme de van der

Waals et le terme électrostatique en dépendent.

Nous avons procédé de cette facon pour les constantes de force V,, et V- pour les conformations cis

et trams. Les résultats sont présentés dans le tableau 1.4.

La constante de force de la torsion ¢ est systématiquement plus faible que celle de la torsion 7, ce
qui traduit le fait que l'indice de liaison de C11-C7 est plus faible que celui de C11-C12 (tableau
[.4). Ce résultat est cohérent avec les caractéres de liaison simple et de liaison double de ces liaisons
dans la structure de Lewis du chromophore a ’état électronique fondamental (figure 1.6 page 20).
On remarque sur la figure 1.8 que dans la conformation cis, pour ’angle ¢, la courbe E g9 présente
un faible maximum local en 0°. Il est di a la partie répulsive des forces de van der Waals entre
I’atome H2 du cycle indole et ’atome N13 du cycle imidazolinone. Il n’est pas présent au niveau
ab initio car, dans ce dernier, la géométrie a été optimisée et cette interaction a été relaxée. Ce
maximum local de Eyrgg9 n’est pas observé dans la conformation cis pour I’angle de torsion 7 car la
constante de force de cette torsion est plus forte et la variation d’énergie liée & la torsion autour de
cette liaison est plus importante que le gain d’énergie dii & la relaxation de l'interaction entre H2 et

N13. Pour la conformation trans, il n’y a pas de maximum en 0° ni pour I'angle ¢ ni pour 'angle
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1.3 Champ de force pour un acide aminé non standard

Conformation V,, (kcal-mol ')V, (kcal-mol ') ¢y 10
trans 7. 15. 0°  0°
cis 12. 19 180° 0°

Tableau 1.4 — Paramétres de ’énergie potentielle de torsion autour des liaisons C12-C11 (angle
diedre ¢) et C11-C7 (angle diedre 7) pour les conformations cis et trans du chromophore. L’angle
@ est défini comme 'angle diédre entre les atomes C12-C11-C7-C8 et 'angle 7 est défini comme
I’angle diédre entre les atomes N13-C12-C11-C7.

7 car il n’y a pas de terme de van der Waals fortement répulsif dans la géométrie plane.

Le champ de force du chromophore de la Cerulean est maintenant complet pour les deux conforma-

tions cis et trans et peut étre utilisé dans une simulation de dynamique moléculaire.

I.3.4 Champs de force pour le chromophore de la GFP

Nous avons déterminé un champ de force pour le chromophore anionique de la GFP dans son
état excité fluorescent en utilisant une approche similaire & celle employée pour la Cerulean. Mais,
contrairement & la Cerulean, dans le cas de la GFP, nous ne nous sommes pas limités a 1’étude
de la dynamique du chromophore de la GFP autour de sa position d’équilibre. Nous avons étudié
la dynamique de 1’état excité du chromophore le long de la coordonnée . Ceci a nécessité de
connaitre de maniére plus compléte la courbe d’énergie potentielle dans I’état excité fluorescent du

chromophore anionique en fonction de cette coordonnée.

1.3.4.1 Interactions entre atomes non liés

Les charges effectives utilisées pour décrire les interactions électrostatiques ont été déterminées
séparément et sont présentées au paragraphe 1.3.2.2. Les valeurs des paramétres des interactions de
van der Waals ont été prises dans le champ de force ff99. Nous avons fait le choix de ne pas modifier
les valeurs des rayons de van der Waals pour plusieurs raisons. Tout d’abord, nous avons fait ce
choix pour conserver une homogénéité dans les interactions de van der Waals entre le chromophore
et les acides aminés de la protéine et celles entre les acides aminés standard. D’autre part, dans
notre cas, il est acceptable de supposer que le passage & 1’état excité fluorescent n’induit pas une
variation importante du rayon de van der Waals. En effet, le chromophore étant confiné a I'intérieur
de la protéine, I'extension du nuage électronique lors du passage de l’état fondamental & 1’état
excité est limitée. Cette hypothése est également renforcée par le fait que I'état excité fluorescent
du chromophore de la GFP est de type mm* et consiste principalement & peupler 'orbitale LUMO
qui a une expansion peu différente de la HOMO (figure 1.4 page 16).

33



Chapitre I : Les protéines fluorescentes : Contexte expérimental et méthodes d’étude numérique

1.3.4.2 Interactions entre atomes liés

Les observations détaillées dans le cas du chromophore de la Cerulean sont directement transposables
dans le cas du chromophore de la GFP. De nouveaux types d’atome ont été définis pour les atomes
du cycle imidazolinone C1, C2, CA2, N2, N3 et pour le carbone CB2 du pont reliant les deux
cycles aromatiques. Les positions d’équilibre des coordonnées internes impliquant ces atomes ont
été extraites de la géométrie de I’état excité partiellement optimisée au niveau CIS. Concernant les
constantes de force des coordonnées internes faisant intervenir ces atomes, nous avons utilisé les
mémes que dans le champ de force du chromophore de la Cerulean (paragraphe 1.3.3.2). Elles sont
déduites par analogie avec les types d’atome du champ de force ff99, exceptées les constantes de

force des torsions ¢ et 7 et des pyramidalisations des atomes de carbone CA2 et CG2 notée pyre 5
et pyrogs

Dans I’étude de la GFP, nous nous sommes intéressés & la rotation du phénolate autour de son
axe CG2-CZ. Ce mouvement peut étre décrit comme une rotation d’angle ¢, les atomes de carbone
CA2 et CG2 restant plans. Il est donc nécessaire de choisir de facons appropriée les constantes de
forces associées & ces angles. Nous avons ajouté des contraintes harmoniques sur les angles diédres
caractérisant la torsion 7 et les angles dieédres impropres caractérisant les pyramidalisations pyr,,
et pyrag, de la forme k(¢ — #0)? ol ¢ représente un angle diédre quelconque. Une constante de
force de k=40 kcal -mol ~!-rad ~2 a été utilisée pour chaque coordonnée. Le tableau 1.5 rassemble

les paramétres des contraintes harmoniques utilisées ainsi que les angles diédres impliqués.

Coordonnée T PYT A9 PYT G
Angle diédre N2-CA2-CB2-CG2 C2-CA2-CB2-CG2 N2-C2-CA2-CB2 CD1-CD2-CG2-CB2
k kcal -mol ~!-rad 2 20 20 40 40

oo 0° 180° 0° 0°

Tableau 1.5 — Valeurs de la constante de force k et de la position du minimum ¢ de la contrainte
harmonique utilisée, de la forme k(¢ — ¢g)?, pour les coordonnées 7, PYTcpg €6 PYToqy. L'angle
de torsion 7 est caractérisé par les angles diédres N2-CA2-CB2-CG2 et C2-CA2-CB2-CG2. Les
pyramidalisations pyrs,, et pyrqq, sont données par les angles diedres impropres N2-C2-CA2-CB2
et CD1-CD2-CG2-CB2.

Les paramétres de I'énergie de torsion en fonction de ¢ ont été ajustés de sorte que ’énergie de type
99 reproduise au mieux ’énergie du premier état électronique excité, calculée au niveau CASPT2

par Toniolo et al [48]. Ces calculs ont constitué une référence pour ce travail.

Les charges effectives, les paramétres van der Waals, les valeurs d’équilibre et les paramétres des
interactions entre atomes liés ayant été choisis, il reste & déterminer la forme et les paramétres du
potentiel de torsion . Nous les avons déterminé de fagon a ce que ’énergie totale du chromophore

calculée avec Iexpression analytique du champ de force ff99 reproduise les variations d’énergie

Pour simplifier la lecture des résultats on prendra comme convention qu’un angle de pyramidalisation de 0°
correspond & une géométrie plane.
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obtenues au niveau CASPT2 par Toniolo et al. L’expression suivante, avec deux fonctions cosinus,
de périodicité et /2 (qui correspondent aux termes n=2 et n=4 de ’équation 1.8) est bien adaptée.

% V.
Edizdre () = ?2(1 + cos 2p) + ?4(1 + cos 4yp)

Ici la constante k vaut 4 comme dans le cas de la Cerulean. Nous avons obtenu les valeurs Vo = 2.3 keal - mol
et V3 = -2.5 kcal - mol ~!. La figure 1.9 présente la comparaison entre la courbe d’énergie potentielle
de I'état électronique excité en fonction de ¢ obtenue par Toniolo et al et celle obtenue avec les
parameétres que nous avons déterminés. L’écart quadratique moyen entre ces deux courbes est de
1.2 kcal -mol ~! et conduit & un RRMS de 6%. Ceci est de Pordre de grandeur de la précision des

calculs d’énergie ab initio d’états électroniques excités [49].

10 T T T T T T T T T T T

)

Toniolo et al |

N
I

Es(¢) / kecal.mol

0 15 30 45
¢ / degré

Figure 1.9 — Comparaison entre la courbe d’énergie potentielle de I'état excité du chromophore cal-
culée par Toniolo et al et celle calculée avec le champ de force [f99 aprés ajustement des paramétres
associés a la torsion ¢.

Ce champ de force de I’état électronique excité fluorescent du chromophore anionique de la GFP
sera utilisé au chapitre 111, lors de I’étude de 'effet de la dynamique de la torsion ¢ sur le déclin de la
fluorescence de la GFP. L’utilisation de ce champ de force, pour décrire I’état électronique excité du
chromophore de la GFP, implique de négliger plusieurs effets. Entre autre, ’effet de I’environnement
sur la surface d’énergie potentielle, le transfert de charges dii a la rotation selon la coordonnée ¢ et
la présence d’autres états électroniques excités ne sont pas pris en compte. Bien qu’il correspondent
au niveau de description de I’état excité le plus simple, nous verrons au chapitre III qu’il permet

d’obtenir des résultats en bon accord avec les observations expérimentales.

I.4 Calcul d’énergie libre — Umbrella Sampling

La plupart des propriétés physico-chimiques ou biochimiques d’un systéme peuvent étre interpré-

tées directement ou indirectement & partir des variations de 1’énergie libre ou de I’enthalpie libre
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du systéme qui, de ce fait, sont des quantités trés importantes. Par exemple, les préférences confor-
mationnelles d’'une molécule ou d’une protéine, la solvatation, les constantes d’association ou de

dissociation de complexes sont directement reliées & la différence d’énergie libre entre deux états.

Apreés avoir défini plus précisément I'énergie libre d’un systéme, la technique du umbrella sampling
[50,51], permettant de calculer un profil d’énergie libre en fonction d’une coordonnée de réaction,

sera présentée.

I.4.1 Considérations générales

L’énergie libre est une fonction d’état, qui dépend du nombre de particules, N, de la température,
T et du volume, V, du systéme. Lorsqu’on s’intéresse & des systémes en phase condensée qui sont
peu compressibles, comme une protéine en phase aqueuse, I’énergie libre et I’enthalpie libre peuvent
étre confondues. Par la suite, nous utiliserons uniquement 1’énergie libre qui sera représentée par la
lettre F que l'on se trouve dans ’ensemble canonique ou dans I’ensemble (N, P, T'). Dans I'ensemble

canonique, ’énergie libre est définie & partir de la fonction de partition @ du systéme par :
F=—kpTInQ (1.10)

ot T est la température du systéme et kp la constante de Boltzmann.

L’énergie libre est une propriété statistique. Elle est directement reliée a la probabilité de trouver le
systéme dans un état donné et au volume de ’espace des phases accessible au systéme. Pour obtenir
une bonne estimation de ’énergie libre absolue, il serait donc nécessaire d’échantillonner la totalité
de D'espace des phases et de calculer la fonction de partition du systéme. Ceci est impossible car le
nombre d’états d’un systéme est infini alors que toute simulation ou expérience a une durée finie et

conduit donc & un échantillonnage limité.

La différence d’énergie libre entre deux états du systéme est plus facile & calculer. Elle correspond
au rapport des probabilités de trouver le systéme dans deux états que I’on considére. De nombreuses
techniques de simulations permettant de calculer des différences d’énergie libre existent : 'intégra-
tion thermodynamique, la perturbation thermodynamique ou encore le umbrella sampling que nous

avons utilisé pour réaliser ce travail et que nous allons détailler.

Lorsqu’on s’intéresse a une réaction ou un processus physico-chimique associé & une coordonnée de
réaction, ¢, il est utile de s’intéresser a la probabilité d’obtenir des configurations dans lesquelles
la coordonnée q prend des valeurs proches d’une valeur cible ¢.. La coordonnée ¢ peut étre, par
exemple, une distance entre deux molécules, un angle de valence, un angle diédre d’une molécule

ou encore la longueur d’un polymeére ou d’une structure en hélice. La densité de probabilité d’'une
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coordonnée q est donnée par la relation :

o /5 (¢ —q(r™)) exp (—%;?) dr
EEAR

Qg
plg) = 0

(L11)

ot le dénominateur, Q, est la fonction de partition du systéme et U(r") est I’énergie potentielle
du systéme pour une configuration définie par la donnée des N coordonnées du systéme notées
rV. Le terme QP(q) est, en fait, la fonction de partition qu’aurait le systéme si on supprimait le
degré de liberté correspondant a la coordonnée ¢ en la fixant a une valeur donnée pour toutes les

configurations.

La densité de probabilité peut alors s’écrire :

p(q) = exp (—F(ISL;F) (1.12)

ou F est I’énergie libre du systéme et F(q) est I’énergie libre partielle en fonction de la coordonnée

q, appelée aussi énergie libre de Landau. Elle est définie par :

F(q) = —kpT In Qp(q) (1.13)

L’énergie libre partielle est donc une fonction de la coordonnée de réaction qui est directement reliée
a la probabilité d’échantillonner une configuration dans laquelle la coordonnée ¢ prend une valeur
donnée. En pratique, I’équation 1.12 est utilisée pour calculer 1’énergie libre. On la calcule & une

constante prés a partir de la densité de probabilité p(q) en utilisant la relation :
F(q) = —ksT In p(q) + C*'° (L14)

ou la constante, égale & —InQ, est indépendante de ¢. La densité de probabilité p(q) peut alors étre

obtenue par simulation en calculant ’histogramme de cette coordonnée au cours d’une simulation.

I.4.2 Principe du umbrella sampling

Il est fréquent qu’une simulation moléculaire ne permette pas d’échantillonner ’ensemble du do-
maine de variation de la coordonnée de réaction. Le potentiel intra-moléculaire ou 'environnement
du systéme peuvent induire des contraintes telles que seulement une petite partie du domaine de va-
riation de la coordonnée de réaction est échantillonnée. De plus, ’échantillonnage est limité compte
tenu du fait que la durée des simulations n’est pas infinie. L’utilisation directe de I’équation 1.14
ne permet donc pas d’obtenir, dans tous les cas, la variation d’énergie libre entre la configuration

d’équilibre et une configuration d’intérét.

37



Chapitre I : Les protéines fluorescentes : Contexte expérimental et méthodes d’étude numérique

La technique du umbrella sampling, consiste & ajouter & I'énergie potentielle du systéme U(r"V) un
terme supplémentaire appelé potentiel de biais, V?, qui dépend de la coordonnée de réaction g que

I’on considére. La forme généralement employée est une fonction quadratique :
VP(q) = k(g — @)

ou k est une constante de force et gy caractérise la position du minimum du potentiel de biais.
Les simulations faites en rajoutant le potentiel de biais sont appelées simulations biaisées. Elles per-
mettent, en choisissant les valeurs de k et qp, d’échantillonner la région de I’espace des configurations

voulue. Une simulation correspondant & une valeur de gy donnée est appelée une “fenétre”.

Pour obtenir la densité de probabilité du systéme, il faut alors retirer 'effet du potentiel de biais sur
I’échantillon de configurations extrait des simulations biaisées. Introduisons un potentiel de biais
Vo (rN) dans I'équation 1.11

/5 (¢ - q™)) exp (_U(rN) + V() — Vb(rN)> N

kT
N
/exp <_uk(;T)> dr¥

Comme le potentiel de biais ne dépend que de la coordonnée g dont on cherche la densité de

pla) = (1.15)

probabilité, le terme dépendant du potentiel de biais peut étre factorisé de la facon suivante :
b N b(,.N
exp (Z;?) /5 (g —q(™)) exp <_L{(r )kj;;/ (r )> dr'V
N
/eacp <_uk(;T)> drV
Soit QP la fonction de partition du systéme soumis au potentiel U (r™) + V2 (rV).

Qb = /e:z:p (—U(TN)k;;/b(TN)> drN (L17)

pla) = (1.16)

En multipliant par Q% le numérateur et le dénominateur de I’équation 1.16, on fait apparaitre au

numérateur la densité de probabilité biaisé de la coordonnée ¢, notée p®(q).

b b
pla) = ayean (4 0) G

(L18)

Cette équation permet donc de calculer la distribution p(g) & partir de la distribution biaisée p®(q)
obtenu au cours de la simulation biaisée, & un facteur multiplicatif prés. Il est important de remarquer
que le rapport QP /Q est une constante indépendante de la coordonnée g. Elle peut étre considérée
comme un coefficient de normalisation et, dans un premier temps, il est inutile de la calculer. On

peut ensuite déduire de ’équation I.18 D'expression de I’énergie libre partielle Fi(q) en utilisant
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I’équation 1.14.

Fi(q) = —kgTin pb(q) — Vb(q) + Cste
Filg) = Foq) — VP(q) +Cste (L19)

L’indice 1 se rapporte a la simulation biaisée et 'indice 0 se rapportera & la simulation non biaisée.
Afin de pouvoir calculer la variation d’énergie libre entre la géométrie d’équilibre et les géométries
d’intérét échantillonnées a I'aide du potentiel de biais, il faut placer la courbe F1(g) obtenue & partir

de I'équation 1.19 par rapport a la courbe Fy(q) obtenue a partir de la simulation non biaisée.

I.4.3 Construction du profil d’énergie libre

Pour positionner les courbes d’énergie libre partielle Fy(q) et Fi(q) I'une par rapport a 'autre, on
utilise le fait que 1’énergie libre est une fonction d’état et que les densités de probabilité obtenues
a partir des simulations moléculaires (simulation de dynamique moléculaire ou simulation Monte
Carlo) correspondent & ’état d’équilibre du systéme. Il en découle qu'une seule valeur d’énergie
libre existe pour un état donné du systéme. Considérons, par exemple, que le systéme est dans un
état définit par le fait que la coordonnée ¢ prend la valeur ¢.. Les valeurs Fo(q.) et Fi(q.) doivent
donc étre égales. Cela permet de placer les deux courbes Fy(q) et F1(g) 'une par rapport a l'autre

et de calculer les différences d’énergie libre voulues.

Cependant, pour pouvoir imposer que les valeurs Fo(q.) et F1(qc) soient égales il faut remplir cer-
taines conditions. Tout d’abord, les densités de probabilité py(q) et p’{(q) obtenues par la simulation
non biaisée et par la simulation biaisée doivent bien entendu se recouvrir afin qu’il existe un inter-
valle de valeurs de ¢ échantillonné par les deux simulations. En pratique, cette condition est remplie
en faisant une succession de simulations biaisées, d’indice i, en faisant varier progressivement la
position du minimum du potentiel de biais. Cependant, le fait que deux densités de probabilité biai-
sées p%(q) et p? +1(q) se recouvrent ne garantit pas que I'état du systéme caractérisé par une valeur
ge de la coordonnée ¢ est le méme dans les deux simulations. En effet, dans les systémes complexes
la surface d’énergie potentielle peut présenter de nombreux minimum locaux. Deux configurations
issues des fenétres i et ¢ + 1 peuvent donc correspondre & la méme valeur ¢. mais & une situation
différente pour le systéme en raison d’une modification de 'environnement. Dans ce cas, il est im-
possible de positionner les courbes F;(q) et F;+1(q) I'une par rapport a lautre car quelque soit la
valeur de g, elles ne correspondent pas & un méme état du systéme et les deux valeurs de 1’énergie
libre n’ont aucune raison d’étre égales. Ce type de probléme peut avoir comme origine, un échan-
tillonnage insuffisant da au fait que les configurations échantillonnées dans la fenétre ¢ + 1 sont trés
peu probables dans la fenétre 7. Une solution pour remédier & ce probléme peut étre d’intercaler une
fenétre supplémentaire entre les fenétre ¢ et ¢ + 1. Il est donc nécessaire de veiller a ce que, d'une
fenétre a autre, les zones de 'espace des configurations échantillonnées aient une partie commune.
Ceci assure que 'état caractérisé par une valeur g. de la coordonnée de réaction est bien le méme

dans les deux fenétres. Si cette condition est remplie, les courbes F;(q) étant définies & une constante
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prés indépendante de g, elles doivent étre paralleles deux a deux dans leur intervalle commun de

valeur de ¢g. Un exemple de courbes F;(q) est présenté sur la figure 1.10 a.
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Figure 1.10 — Courbes F;(q) obtenues & partir d’une simulation sans contraintes et de simulations

biaisées.

Pour construire le profil d’énergie libre complet, on doit placer toutes les courbes F;(q) les unes par

rapport aux autres. Cela revient a les raccorder en calculant les constantes, C£%¢, de sorte que les

parties communes des courbes se superposent (figure 1.10 b). Par défaut, on impose la valeur de la
e

constante C§'® telle que min [Fo(q)]=0 et on calcule les autres constantes C£9 en minimisant la

fonction suivante :
Xir1 = Zwi wi™ (Filar) — Fia(ar) — C319) (1.20)
k

ou la somme porte sur les valeurs ¢; de la coordonnée de réaction ¢ échantillonnées a la fois dans
la fenétre ¢ et dans la fenétre ¢ + 1 et wy est une fonction de poids qui sera discutée plus tard.
Le minimum de la fonction y? posséde une expression analytique qui est

> " wi wi™ (Filgr) — Fisa(aw)
Col = =+ (1.21)

g wy, w}jl
k

Il s’agit en fait de la moyenne des écarts entre les courbes F;(q) et Fi+1(q) pondérées par les poids

W-

L’introduction de poids dans le calcul des constantes Cf'® permet de sélectionner lintervalle des
valeurs de g & considérer pour chaque simulation biaisée et de pondérer leur importance. Les courbes
Fi(q) sont calculées & partir des densités de probabilité p?(q), assimilées & 1’histogramme des valeurs
de g dans la fenétre ¢. L’échantillonnage des configurations est insuffisant aux extrémités des densités
de probabilité. Dans ces zones, la densité de probabilité obtenue est donc trés incertaine et ne devrait
pas étre utilisée pour construire le profil d’énergie libre. De plus, les courbes F;(gq) sont obtenues

a partir du logarithme des densités de probabilité. Or, aux extrémités, ces derniéres oscillent prés
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de zéro et la fonction logarithme diverge, Ceci provoque de fortes oscillations des courbes F;(q) et

rend difficile le calcul des constantes C$%. Ce phénomeéne est illustré sur la figure 1.11.
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Figure 1.11 — Deux courbes F;(q) issues de deux fenétres consécutives et les deux histogrammes
biaisés des valeurs de g correspondants.

Nous avons utilisé des poids définis de deux facons différentes. La facon la plus simple est de tronquer
Ihistogramme & partir du moment ol sa hauteur pour une valeur de g est inférieure & un certain
seuil. De cette maniére, on supprime les parties insuffisamment échantillonnées. Par exemple, on peut
n’utiliser que la partie de ’histogramme o1, pour chaque valeur de g, il prend des valeurs supérieures
a 5% de son maximum. De cette maniére, on définit un intervalle de valeurs de ¢ pour chaque fenétre
i et les poids wi valent 1 & l'intérieur de cet intervalle et sont nuls & Iextérieur. Une autre fagon
de faire, décrite dans la référence [52], est d’utiliser comme fonction de poids 'histogramme biaisé
lui méme. De cette maniére, les valeurs de ¢ les plus échantillonnées sont largement favorisées par
rapport aux autres et les termes qui ont le plus de poids dans le calcul des constantes C$% sont ceux
pour lesquels le recouvrement entre les histogrammes biaisés est maximal. L’équation 1.21 s’écrit

alors de la facon suivante

> o) Pl (aw) (Filaw) = Figa(ar))
ciste _ _k (1.22)

i+1 —
> obar) Pl (an)
k

D’autres méthodes existent pour construire le profil d’énergie libre partielle, la plus utilisée étant la
meéthode WHAM ( Weighted Histogram Analysis Method |53,54]). C’est une méthode itérative basée
sur la minimisation de 'erreur statistique due & ’échantillonnage limité dans chaque fenétre. On
trouve également une méthode de Umbrella integration [55] qui utilise la dérivée des courbes F;(q)

par rapport & ¢ ce qui évite le calcul des constantes C5.
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I.5 Distribution de protons dans une protéine

Parmi les 20 acides aminés qui constituent les protéines, 7 d’entre eux présentent une fonction acido-
basique et peuvent étre présent dans la structure de la protéine sous une forme acide (protoné) ou
basique (non protoné) (tableau A.1 page 159 en annexe). La forme sous laquelle se trouve ’acide
aminé est ’état de protonation individuel. Le micro-état de protonation d’une protéine résulte de
I’ensemble des états de protonation individuels des acides aminés de cette protéine. Chaque micro-
état de protonation est caractérisé par un vecteur X = (1,2, ...,x,) o les x; représentent 1’état
de protonation individuel de chaque acide aminé. Il vaut 1 si ’acide aminé est protoné et 0 s’il est
non protoné. Suivant I’état de protonation individuel de chacun de ces acides aminés, le potentiel
électrostatique qu’ils créent est différent ce qui peut avoir des conséquences importantes sur la
structure, les propriétés ou I’activité des protéines [56]. Connaitre I’état de protonation individuel de
chaque acide aminé acido-basique est donc crucial pour comprendre le fonctionnement de certaines
protéines. Or, les structures obtenues par diffraction des rayons X n’ont pas une résolution suffisante
pour définir la position des protons. D’autres techniques doivent donc étre utilisées pour calculer

I’état de protonation d’un acide aminé dans la protéine.

Apreés avoir considéré le calcul de la probabilité d’un état de protonation d’une molécule qui présente
une fonction acido-basique en solution aqueuse, nous présenterons le calcul de cette probabilité dans

une protéine par résolution de ’équation de Poisson-Boltzmann.

I.5.1 Etat de protonation en phase aqueuse

Dans ce paragraphe, nous rappellerons la relation entre la probabilité de 1’état de protonation d’une
molécule en solution aqueuse et le pH de la solution. Comme on 'a vu au paragraphe 1.4, le rapport
des probabilités entre deux états est directement liée & leur différence d’énergie libre AF. La relation
entre le AF associé au changement d’état de protonation d’un acide AH et le pH de la solution, se

déduit de la constante d’équilibre Ka.

AH = A~ + HT

[A7][H]
K, = ——— [.2
En utilisant la relation pX = —log(X) 2, on obtient & partir de I"équation 1.24
[A7]
H — pK, = — 1.24
pH —p log <[ AT (L.24)

Le pK, correspond & la valeur du pH pour laquelle la quantité de molécules A sous forme basique

et acide est la méme. La probabilité pour que la molécule A soit sous forme acide ou basique est

#La fonction log représente le logarithme en base 10. Le logarithme en base e sera noté in
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donc de 1/2. Le rapport [A™]/[AH] est le rapport de la probabilité pour que la molécule A soit sous

sa forme basique et de la probabilité pour que la molécule A soit sous sa forme acide. On a donc

[A7] AF
- = 1.25
[AH] ~ P\ kT (125)
ou AF est I’énergie libre de changement d’état de protonation. En combinant les équations 1.25 et

[.24 on obtient la relation cherchée entre le pH et la différence d’énergie libre AF entre les deux

états de protonation
AF = —kpTIn(10) (pK, — pH) (1.26)

Cette relation en phase aqueuse est utile car d’'une part elle permet de relier le AF et le pH de
fagon simple et d’autre part, en phase aqueuse les valeurs de pK, pour ’ensemble des acides aminés
sont connues (tableau A.1 page 159 en annexe). On pourra donc calculer, de fagon approchée, la
différence entre les énergies libres de protonation dans la protéine et dans 'eau au lieu d’avoir a

évaluer directement I’énergie libre de protonation dans la protéine.

[.5.2 Etat de protonation dans la protéine

Une protéine est un polyacide. L’état de protonation individuel de chaque acide aminé dépend alors
de la position et de I’état de protonation individuel des autres acides aminés de la protéine. A chaque
micro-état de protonation est associé une énergie libre AF calculée par rapport & un micro-état de
référence dans lequel tous les acides aminés acido-basiques sont neutres (les acides carboxyliques, les
alcools et les thiols sont protonés et les amines sont non protonées). L’énergie libre d’un micro-état

par rapport a I’état de référence, AF(X), est donnée par la formule de Bashford et Karplus [57].

2
i,J

AF(X)=~kpT» iIn10 (pKinr,i — pH) + ! D (@it a)) (@) + ) Wi (1.27)
i

ol les indices i et j représentent les acides aminés acido-basiques. Le pKj,; est le pK, “intrinséque”
d’un acide aminé, c’est & dire le pKa d’un acide aminé quand tous les autres sont dans leur état de
référence. Le pKny- dépend du pK, de 'acide aminé 7 en phase aqueuse, de 1’état de protonation
individuel des acides aminés dans le micro-état défini par le vecteur X et de l'interaction entre le
potentiel électrostatique créé par chaque acide aminé ¢, d’une part, et leur propre champ de réaction,
les charges des autres acides aminés de la protéine dans leur état de référence (neutre) et le potentiel
électrostatique créé par le solvant, d’autre part. Le second terme est un terme de paire qui dépend
de I’état de protonation individuel des acides aminés ¢ et j dans le micro-état de protonation défini

par le vecteur X.
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L’état de protonation individuel moyen d’un acide aminé est donné par

e (429)
S (22)

La courbe des valeurs de < z; > en fonction du pH est appelée courbe de titration. Elle donne la

(1.28)

probabilité qu'un acide aminé soit sous sa forme acide ou basique en fonction du pH quelque soit
I’état de protonation individuel des autres acides aminés. Le pK1 d’un acide aminé est défini comme
2

la valeur du pH pour laquelle < x; > vaut 1/2.

Pour calculer les valeurs de AF(X), connaissant le vecteur X et les charges portées par chaque
atome, il faut calculer les valeurs de pKip ; et W; ;. Ce calcul est fait en résolvant I’équation de
Poisson-Boltzmann. Elle permet d’évaluer le potentiel électrostatique créé par la densité de charges

de la protéine, p(r) et par le solvant, traité comme un milieu diélectrique continu :

Vie(r)VV(r)] = —p(r) — Zqi ciexp <—q;‘;(;)> (1.29)

e(r) représente la constante diélectrique, V(r) est le potentiel électrostatique que I'on cherche et ¢;
est le nombre de charges ¢; de type ¢ présentes dans le solvant par unité de volume. Le dernier terme
de I'équation de Poisson-Boltzmann représente des charges du solvant en équilibre thermique avec
les charges de la protéine. Le cas le plus simple et le plus couramment utilisé consiste & considérer
des ions monovalents (seuls deux types de charges ¢; sont alors & considérer ¢; = +e). De plus,
on linéarise I’équation de Poisson-Boltzmann en considérant que 1’énergie potentielle créée par les

charges ¢;, est faible devant I’énergie thermique.

202N 4 1

VIOV = =p(r) + {5507 T

V(r) (1.30)
N4 est le nombre d’Avogadro, e est la charge électrique élémentaire et I est la force ionique ® qui
définit la concentration des charges ¢; dans le solvant. La fonction €(r) est approchée par une fonction
marche : elle vaut €so1yant pour les valeurs de r qui correspondent & ’extérieur de la protéine et une
€proteine Pour les valeurs de r qui correspondent & l'intérieur de la protéine. Le potentiel V() est

alors calculé par différences finies sur une grille de points.

1.5.3 Le serveur de calcul H++

Pour déterminer les micro-états de protonation les plus probables & un pH donné et les courbes
de titration, nous avons utilisé le serveur de calcul H++ [58,59]. Ce serveur résout ’équation
de Poisson-Boltzmann linéarisée et calcule, pour ’ensemble des acides aminés acido-basiques, les

courbes de titration (équation 1.28) et les valeurs de pKi. Trois paramétres doivent étre précisés :
2

#Dans le cas d’ions monovalent la force ionique est en fait égale a la concentration ¢; des ions en solution. Dans
I'équation 1.30, elle est convertie en mol-L ~! ce qui fait apparaitre le facteur 1000 et le nombre d’Avogadro
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la force ionique et la valeur de la constante diélectrique a I'intérieur de la protéine et sa valeur dans
le solvant. La constante diélectrique du solvant est généralement celle de l'eau (€sppant = 80). La
force ionique et la constante diélectrique & l'intérieur de la protéine sont plus difficiles & déterminer.
Les valeurs habituellement prises dans la littérature et recommandée par le serveur H++ sont
€proteine — 4 pour la constante diélectrique a l'intérieur de la protéine et 1.5 mol- L -1 pour la force

ionique.

H++ donne également la liste des micro-états de protonation de la protéine de plus basse énergie et
leur énergie libre associée & condition que le nombre d’acide aminés acido-basiques soit inférieur a
25. Ces calculs sont faits sur une géométrie donnée de la protéine, en précisant les charges effectives

et les rayons atomiques portés par chaque atome.

D’autres serveurs permettant de calculer les micro-états de protonation existent. On peut notam-

ment citer le serveur PROPKA qui se base sur une méthode empirique [60,61].

De plus, pour un pH donné plusieurs micro-états de protonation peuvent avoir des valeurs de AF(X)
proches et donc étre équiprobables. La distribution des protons dans la protéine & un pH donné
n’est donc généralement pas définie par un micro-état de protonation mais par la moyenne des

micro-états de protonation thermiquement accessible.

I.6 Calcul d’une incertitude par la méthode du bootstrap

La méthode du bootstrap [62,63] vise a évaluer l'incertitude statistique liée a l'utilisation d’un échan-
tillon de taille limité, sans rajouter d’information supplémentaire & celles contenues dans 1’échantillon
dont on dispose. Cette méthode permet donc de calculer les incertitudes statistiques sur la valeur
moyenne, la valeur médiane ou encore les intervalles de confiances d’une grandeur (c’est a dire 'un
des estimateurs statistiques de la densité de probabilité). Dans les études réalisées par simulation
moléculaire ou par chimie quantique, la taille des échantillons est limitée, notamment par le temps
de calcul. La densité de probabilité est donc obtenue de maniére trés approchée. Le bootstrap est

alors bien adapté a 1’évaluation des incertitudes statistiques sur les estimateurs statistiques.

Le bootstrap sera utilisé dans le chapitre II pour évaluer 'incertitude sur les spectres d’absorption
de la Cerulean, a partir des calculs de transition électronique d’un échantillon de configurations

extraites d’'une dynamique moléculaire classique.

I.6.1 La méthode

Le bootstrap est synonyme de ré-échantillonnage. On note x la variable échantillonnée. Soit 6 la
vraie valeur, en général inconnue, de l'estimateur statistique (par exemple la valeur moyenne) que
I’on cherche & déterminer. On note E; un échantillon initial contenant N éléments, de valeur x};,,
obtenu par une technique d’échantillonnage quelconque a partir de 'espace complet des éléments. On
note 0; la valeur de 'estimateur statistique 6, obtenue a partir de I’échantillon initial. La méthode

du bootstrap consiste & construire N, échantillons de bootstrap, notés Ej, de la méme taille que
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I’échantillon initial, en utilisant les éléments de ’échantillon initial. Les N éléments de I’échantillon
Ey, de valeur :Ui, sont choisis aléatoirement parmi les N éléments de I’échantillon FE; avec remise,
c’est & dire qu'un méme élément peut étre choisi plusieurs fois. A chaque tirage, chaque élément
de D’échantillon initial a la méme probabilité 1/N d’étre choisi. De cette maniére la densité de
probabilité construite & partir des valeurs :1;2 des éléments de Fj conserve approximativement la
méme forme que celle construite & partir des valeurs :B}C des éléments de F;. En effet, plus la
probabilité d’obtenir une valeur donnée xg est grande, plus le nombre d’éléments de ’échantillon E;
qui ont une valeur az:}C proche de xg sera grand et donc, lors de la construction des échantillons Ej,
la, probabilité de choisir un élément de E; dont la valeur a:}c est proche de x( sera grande. La figure

[.12 résume le fonctionnement de la méthode du bootstrap.

Espace complet des éléments
9000009000000 00900000000000000000000000000000000000

initial de N X1 0000900009000 00

éléments
] 9000000000000000000
2 9000000000000000000
Ny échantillons | 3 9000000000000000000
de bootstrap,
B, 4 9000000000000000000
Ny, 9000000000000000000

Figure 1.12 — Schéma permettant de visualiser la méthode du bootstrap. L’échantillon initial E; est
obtenu a partir de l'espace complet des éléments par une méthode d’échantillonnage (dynamique
moléculaire, tirage aléatoire ...). Les échantillons de bootstrap sont obtenus en tirant aléatoirement
N éléments parmis les N éléments de I’échantillon initial avec remise : un élément peut donc étre
tiré plusieurs fois.

Pour chacun des N, échantillons Ej, la valeur 8, de 'estimateur 6 peut étre calculée. On obtient
ainsi la distribution D°(#) des valeurs de l'estimateur § extraites des N échantillons Ej,. D’autre
part, notons D () la distribution des valeurs de I’estimateur @ extraites de tous les échantillons
contenant N éléménts qui peuvent étre construit & partir de I’espace complet des éléménts. 11 a été
démontré par B. Efron qu’a la limite ou le nombre N d’éléments de I’échantillon initial tend vers
I'infini, les distributions D (6) et D?(0) sont égales [62].

La largeur de la distribution D () donne une estimation des fluctuations de Pestimateur 6 aux-
quelles on peut s’attendre compte tenu du fait qu’on utilise un échantillon ne contenant que N
éléments. Ces fluctuations sont alors interprétées comme lincertitude statistique sur estimateur 6.
Le bootstrap permet de construire la distribution D?(6) et d’obtenir l'incertitude sur l'estimateur 6

en supposant qu’elle est similaire & la distribution D (6), qui n’est pas calculable.

L’incertitude u(6) sur 'estimateur 6 est obtenue directement & partir de I’écart entre 6; et la moyenne
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de 0y ainsi que des de 'écart type de 6. Les échantillons Ey de bootstrap étant obtenus directement a
partir de ’échantillon initial, 'incertitude sur I’estimateur € est obtenue sans ajouter d’information

supplémentaire a ’échantillon initial. Elle est donnée par :

u(8) = \/(98— <O >n,)2 + 0%, (L31)

La valeur de I’écart entre 6; et la moyenne de 60 est généralement tres faible et I'incertitude sur 6

est alors directement reliée & I’écart type oy, qui quantifie les fluctuations de 6, autour de 0;.

I[.6.2 Un exemple d’application de la méthode du bootstrap sur une distribution
modéle

Considérons une variable 2 dont la densité de probabilité p(x) est une distribution gaussienne de

largeur o, et de moyenne <z>.

p(z) = O_z\l/ﬂexp <_(m;(j<;>)2>

Le but de cet exemple est de montrer comment la méthode du bootstrap permet de calculer 'incer-

titude due a la taille de I’échantillon utilisé, sur la valeur moyenne ou I’écart type.

Les N valeurs de = de I’échantillon initial ont été obtenues par la méthode du rejet [64, p 281] a
partir de la distribution p(z). L’avantage d’utiliser une densité de probabilité connue est que 'on
pourra comparer les vraies valeurs de la moyenne et de I’écart type, notés respectivement <z> et o,
aux valeurs de la moyenne et de ’écart type obtenues & partir de ’échantillon en tenant compte des
incertitudes obtenues par le bootstrap. Dans cet exemple les valeurs <z>=0 et 0,=1 ont été utilisées.
Un des paramétres importants lors de la mise en oeuvre de la méthode du bootstrap est le nombre
Ny d’échantillons de bootstrap générés. Ce nombre doit étre choisi de sorte que la moyenne sur les
échantillons de bootstrap et I’écart type aient convergé, c’est-a-dire soient devenues indépendants de
Np. Le nombre & utiliser dépend de la taille et du type d’échantillon que 'on considére. Dans cet

exemple, on a utilisé 5000 échantillons de bootstrap.

L’incertitude sur la valeur moyenne de z, u(<x>), et sur l’écart type, u(o,), ont été calculées en
fonction du nombre N de valeurs de z dans 1’échantillon initial en utilisant 1’équation 1.31. Les
variations de ces incertitudes en fonction de N sont présentées figure 1.13 a. Cette figure montre,
comme attendu, que plus le nombre N de valeurs de x contenues dans ’échantillon initial augmente,
plus l'incertitude sur la valeur moyenne et I’écart type diminuent. On a obtenu les valeurs suivantes
pour la moyenne de x et I’écart type de x ainsi que pour leurs incertitudes associées, obtenues dans
deux cas particuliers, N=>50 et N=1000 :

vraies valeurs N=150 N= 1000
<xr>=0 <r>= —0.14+£0.14 <x>=0.00=+0.03

or=1 o, =0.97£0.13 oy = 0.98 £0.02
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Les valeurs et les incertitudes obtenues sont en bon accord avec la vraie valeur de <> et o,.

La figure 1.13 b illustre les résultats obtenus. Elle présente, dans le cas ou N=50 et N=1000,
les distributions D?(< 2 >) obtenues a partir des échantillons de bootstrap. On remarque que la
distribution obtenue pour N=50 est plus large que celle obtenue pour N=1000. Cette largeur
traduit le fait que dans le cas o N=50, I’échantillon initial est de faible qualité et que l'incertitude

statistique sur la valeur moyenne est importante.

La méthode du bootstrap permet donc de calculer une incertitude statistique sur une grandeur

donnée et de quantifier la qualité d’un échantillon.

a b
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Figure I.13 — a) Incertitude u(<z>) sur la valeur moyenne de z (en noir) et u(oy) sur I'écart type
de x (en rouge), en fonction du nombre N de valeurs de x dans I’échantillon initial. b) En rouge,
distribution D?(<x>) des valeurs moyennes calculées sur les N, échantillons de bootstrap dans le
cas ou ’échantillon initial contient N=1000 valeurs de x (en haut) et N=>50 valeurs de z (en bas).
Le trait vert représente la vraie valeur moyenne de la distribution utilisée et le trait noir représente

la valeur moyenne de 1’échantillon initial.
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Chapitre 11

Relation entre pH, structure et spectre

d’absorption de la Cerulean
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Chapitre II : Relation entre pH, structure et spectre d’absorption de la Cerulean

Ce chapitre présente une étude de la Cerulean, un mutant de la GFP, qui est un bon candidat
pour remplacer la CFP dans les expériences d’imagerie cellulaire utilisant le FRET. L’objectif de ce
travail était de comprendre la relation entre la structure de la Cerulean et son spectre d’absorption
afin de pouvoir argumenter les hypothéses faites par Malo et al [37] pour expliquer les résultats

expérimentaux concernant leur dépendance au pH.

II.1 Introduction

La Cerulean et la CFP font partie d’'un groupe de mutants de la GFP dont le cycle phénol du
chromophore est substitué par un cycle indole, ce qui correspond & la mutation d’une tyrosine
par un tryptophane (Tyr66Trp ou Y66W). Cette mutation conduit & un décalage des spectres

d’absorption et d’émission vers le bleu [27].

I1.1.1 La Cyan Fluorescent Protein

La CFP couramment utilisée est en fait la Enhanced Cyan Fluorescent Protein, ECFP, qui est
obtenue & partir de la GFP sauvage en faisant la mutation Y66 W et cinqg mutations supplémentaires
(S65T, F64L, N1461, M153T, V163A) permettant entre autre d’augmenter le rendement quantique

de fluorescence [65].

Une étude par RMN du F de la ECFP a mis en évidence l'existence de deux conformations qui
s’échangent a une échelle de temps de l'ordre de la milliseconde [66]. La résolution de la structure de
la ECFP par diffraction des rayons X [67] a confirmé Pexistence d’une conformation A majoritaire
(60%) et d'une conformation B (40%) minoritaire. Ces structures différent par l'orientation des
chaines latérales des acides aminés Hisl148 et Tyr145 qui sont proches du chromophore (figure 1.1
a, les distances entre le carbone o des acides aminés His148 et Tyrl4d) et 'atome pontant entre
les deux cycles du chromophore sont respectivement de 8.8 et 11.7 A). Dans la conformation A,
la chaine latérale de Tyrl45 est nettement a l'intérieur de la protéine alors que celle de His148 est
nettement a 'extérieur. Par contre dans la conformation B la chaine latérale de Tyr145 est dans le
solvant, avec une orientation approximativement paralléle & I’axe du tonneau. Celle de His148 est
elle aussi & peu prés paralléle & 'axe du tonneau et dans la zone frontiére entre la protéine et le

solvant.

Le spectre d’absorption de la ECFP est caractérisé par deux maxima & 430 nm et a 450 nm [67]
et est peu dépendant du pH [68]. Bae et al [67] avaient émis I’hypothése que ces deux maxima cor-
respondent aux deux conformations A et B. Cependant, lors d’une étude antérieure par dynamique
moléculaire effectuée au laboratoire [69], nous avons montré que les spectres d’absorption associés a
chaque conformation sont presque identiques, ce qui permet d’écarter le role des deux conformations
dans la double bosse du spectre expérimental. Cette double bosse est vraisemblablement due & une

structure vibrationnelle, mais cette hypothése n’a jusqu’a présent jamais été vérifiée.

Les propriétés de fluorescence de la ECFP ne sont pas optimales. Son rendement quantique est assez

faible, proche de 0.4 [25,28] et son déclin de fluorescence est trés complexe. Des études expérimentales
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Figure II.1 — a : Structure de la ECFP. Tyr145 et His148 sont représentés en bleu pour la conforma-
tion A (code PDB 10XD) et en rouge pour la conformation B (code PDB 10XE). b : Chromophore
dans la conformation trans. ¢ : Chromophore dans la conformation cis.

[70,35] ont mis en évidence deux types d’hétérogénéité. D’une part, il est fortement multiexponentiel,
plusieurs composantes de temps entre 0.1 et 10 ns sont nécessaires pour représenter le déclin de
fluorescence. D’autre part ces composantes de temps et la durée de vie moyenne de 1’état excité de
la ECFP sont dépendantes de la longueur d’onde d’émission. De plus ces propriétés de la fluorescence
de la ECFP présentent également une forte dépendance au pH et & la température. La durée de vie
moyenne de la ECFP est constante entre pH 11 et pH 7 et diminue de 2.5 ns & 1.5 ns quand le pH
varie de pH 7 & pH 5.5. Quatre composantes de temps sont nécessaires pour représenter le déclin
de la fluorescence & pH 5.5 alors qu’une seule suffit & pH 11. L’effet de la température sur la durée
de vie moyenne est plus régulier : elle diminue linéairement de 3.5 ns & 1.5 ns quand la température
augmente de 275 K a 315 K. Le nombre de composantes dans le déclin de fluorescence est de quatre

a 273 K alors qu’une composante domine a 310 K.

IT1.1.2 La mutation H148D - de la ECFP A la Cerulean

L’intérét suscité par la ECFP pour son utilisation dans les expériences de FRET a poussé les bio-
logistes & chercher des mutants de la ECFP avec des déclins de fluorescence plus simples mais dont
les spectres d’absorption et d’émission sont situés dans la méme gamme de longueur d’onde. Rizzo
et al [36] en se basant sur I’hypothése que la complexité du déclin de fluorescence était due a la
présence des deux conformations A et B, ont proposé de faire une mutation impliquant His148 et/ou
Tyr145 dans le but de supprimer I'une de ces deux conformations. En effet, la substitution de 1'un

de ces acides aminés par un acide aminé hydrophile, devrait stabiliser fortement la conformation
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Chapitre II : Relation entre pH, structure et spectre d’absorption de la Cerulean

dans laquelle cet acide aminé est orienté vers le solvant. Dans cette optique ils ont remplacé I’his-
tidine 148 par un acide aspartique (mutation H148D). Cet acide aminé a un pKa de 3.8 et aux
pH physiologiques il est presque toujours sous sa formme anionique et donc trés hydrophile. Cette
mutation produit effectivement le résultat cherché : le déclin de fluorescence est plus proche d’un
déclin exponentiel que celui de la ECFP. Rizzo et al ont introduit deux mutations supplémentaires
visant & accroitre les capacités de maturation de la ECFP/H148D qui ont conduit & la Cerulean
(ECFP/S72A/Y145A /H148D) [36]. La mutation Y145A substitue un acide aminé tyrosine, hy-
drophile, par un acide aminé alanine, hydrophobe. La combinaison des mutations Y145A /H148D
devrait donc fortement favoriser la conformation A, dans laquelle la chaine latérale de ’acide aminé
145 est orientée vers l'intérieur de la protéine et la chaine latérale de l'acide aminé en position 148

orientée vers ’extérieur de la protéine (figure I1.1 a).

En 2007 la structure RX de la Cerulean a été déterminée & pH 5 par Malo et al [37]. Ces auteurs
n’ont pas pu obtenir de cristaux & pH plus élevé et, a notre connaissance, aucune structure de la
Cerulean a pH neutre ou basique n’a été publiée & ce jour. Cette structure RX & pH 5 présente
plusieurs singularités. Le chromophore de la Cerulean est en conformation cis alors qu’il adopte une
conformation frans ® dans la structure RX de la ECFP a pH 8 [67] (figure II.1 b et ¢). La chaine
latérale de Aspl48 supposée étre exposée au solvant [36] est en fait & l'intérieur de la protéine,
en liaison hydrogéne avec l'indole du chromophore de la Cerulean (figure 1.2 a). De plus, un des
atomes d’oxygéne de la fonction acide carboxylique de Aspl48 est & une distance de 2.87 A de
I’atome d’oxygéne du carbonyle de Aspl48. Cette distance étant typique d’une liaison hydrogéne
et 'atome d’oxygéne du carboxyle étant dépourvu de proton, Malo et al en déduisent qu’il y a une
liaison hydrogéne intra-acide aminé entre ces deux atomes d’oxygéne et que ’atome d’oxygéne de

la fonction acide carboxylique doit alors nécessairement porter un proton.

Malo et al ont déterminé le spectre d’absorption de la Cerulean pour des valeurs du pH allant de
5 4 10. A tous pH le spectre présente deux maxima. A pH 8 il est quasi identique & celui de la
ECFP [36]. 11 est pratiquement inchangé entre pH 8 et 10, mais, lorsque le pH diminue de 8 a4 5 les
deux maxima se déplacent vers le bleu (vers les courtes longueurs d’ondes) de respectivement 11 et
15 nm (figure I1.2 b). Ce décalage est trés lent et se produit en environ 1 h. Une telle dépendance

du spectre au pH n’a pas été observé pour la ECFP.

Les caractéristiques de la fluorescence de la Cerulean sont plus avantageuses pour 'imagerie cellu-
laire que celles de la ECFP [36,37]. Son rendement quantique est 1.7 fois plus grand et son coefficient
d’absorption 1.5 fois plus grand, ce qui fait qu’elle est 2.5 fois plus brillante ® que la ECFP. Son
déclin de fluorescence se rapproche plus d'un simple déclin mono-exponentiel. Cette propriété est
clairement due & la mutation H148D. En effet, le mutant ECFP/H148D, qui présente les mémes
caractéristiques photophysiques que la Cerulean, a été étudié dans le groupe de Biophysique du

laboratoire [35] et les résultats montrent qu’une composante de temps domine largement les autres

#La nomenclature des conformeéres obtenue par une rotation de 'angle ¢ est ambigué car I’angle ¢ correspond a la
torsion autour d’une liaison simple dans ’état fondamental. La nomenclature cis/trans adoptée ici est celle utilisée
par Malo et al.

PPar convention la brillance est définie comme le produit du rendement quantique de fluorescence par le coefficient
d’extinction molaire.
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Figure et résultats reproduits a partir de l'article de Malo et al [37]

Figure II.2 — a) Représentation schématique du chromophore de la Cerulean et de son environne-
ment dans la structure cristallographique. Les tirets représentent les liaisons hydrogéne identifiées
a partir de la structure RX (les distances entre atomes lourds sont données en A). Les lignes rouges
correspondent aux liaisons hydrogéne supposées jouer un réle dans la stabilisation du chromophore
en conformation ¢is. b) Spectre d’absorption de la Cerulean en solution en fonction du temps aprés
un saut de pH de pH 8 4 pH 5. A t = 0 (rouge ) pH 8, 20 min (violet [J), 40 min (vert ¢), 60
min (orange A), 90 min (bleu V), 150 min (noir x) pH 5.

dans le déclin de la fluorescence. La durée de vie moyenne de I’état excité de la Cerulean ne dé-
pend pas significativement de la longueur d’onde d’émission. Cependant les caractéristiques de sa
fluorescence sont encore complexes. L’intensité de fluorescence diminue d'un facteur 4 lorsque le
pH est abaissé de pH 8 a pH 5. La durée de vie moyenne présente des dépendances au pH et & la

température similaire & celles de la ECFP [35].

I1.1.3 Origines possibles de la dépendance en pH du spectre d’absorption de la
Cerulean

Malo et al proposent deux hypothéses non exclusives I'une de 'autre pour expliquer la dépendance
en pH du spectre d’absorption de la Cerulean : une réorganisation de la distribution des protons
des acides aminés voisins du chromophore (effet électrostatique) et/ou une isomérisation du chro-

mophore.

Il est trés probable que Aspl48 soit sous sa forme basique & pH 8. S’il est sous sa forme acide a pH
5, comme le suppose Malo et al, il y a effectivement un changement important dans I’environnement
électrostatique du chromophore qui pourrait & lui seul expliquer un décalage d'une dizaine de nm.
Il y a également des arguments en faveur d’une possible isomérisation du chromophore. L’un de ces
arguments vient du fait que le décalage du spectre est trés lent, de I’ordre de 1 heure. Ceci indique

que lors du décalage du spectre, le systéme doit franchir une barriére élevée. Or I'isomérisation du
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chromophore a l'intérieur de la protéine se heurte effectivement & une barriére importante. D’une
part, la rotation de 'indole d’une conformation plane (conformation c¢is) a 'autre (conformation
trans) implique que le systéme franchisse une barriére intramoléculaire élevée. De plus, cette rotation
est génée par les acides aminés voisins. Dans le cas des protéines photoconvertibles, 'isomérisation
spontanée a I'état fondamental se fait en des temps allant de quelques minutes a quelques heures [71].

Le temps caractéristique observé ici est bien de cet ordre de grandeur.

Une autre possibilité pour expliquer le décalage du spectre d’absorption pourrait étre un changement
d’état de protonation du chromophore lui-méme. Dans la gamme de pH étudiée, la perte du proton
du groupe NH de 'indole n’est pas envisageable. En effet, 'indole formerait une amidure qui est une
espéce trés réactive (le pKa d’un indole est de 'ordre de 17 en solution aqueuse). Par contre ’ajout
d’un proton sur l'azote N13 du cycle imidazolinone & pH acide est une hypothése plus réaliste. Pour
la tester, nous avons fait des calculs quantiques de I’énergie de transition du chromophore neutre
en conformation cis ou trans et du chromophore cationique en conformation cis Dans les trois cas
la géométrie du chromophore a été optimisée au niveau B3LYP/6-31G* et I’énergie de transition a

été calculée au niveau TDDF'T. Les résultats sont rassemblés sur la figure I1.3.

Chromophore neutre Chromophore neutre Chromophore cationique
conformation trans conformation cis conformation cis

379 nm (0.6) 366 nm (0.6) 416 nm (0.5)

Figure II.3 — Longueur d’onde de la premiére transition électronique et force d’oscillateur associée
(entre parenthéses) pour la conformation cis du chromophore neutre et du chromophore cationique
et la conformation trans du chromophore neutre.

On voit qu’en supposant que le chromophore est toujours neutre, la longueur d’onde diminue de
13 nm quand on passe de la conformation trans a la conformation cis, en accord avec les calculs
de la littérature [72,73|. Par contre, si on suppose que le chromophore est cationique a pH 5, le
décalage de la longueur d’onde quand on passe de pH 8 a pH 5 serait un décalage vers le rouge de
Iordre 40 ou 50 nm suivant la conformation trans ou cis du chromophore & pH 8. Ce décalage est
en sens opposé a celui du décalage expérimental et d’amplitude nettement plus grande. Bien que
ces résultats ne tiennent pas compte de ’environnement protéique, ils nous permettent d’écarter

I’hypothése d’un chromophore cationique a pH 5.

Il est donc raisonnable de s’en tenir aux hypothéses faites par Malo et al sur I'origine du décalage
du spectre d’absorption. Ces auteurs ont proposé une description qualitative de ce qui pourrait se
passer quand le pH augmente de 5 & 8, qui est la suivante. Asp148 pourrait perdre son proton (le pKa

d’un acide aspartique est de 3.9 en solution) et sa chaine latérale pourrait se tourner vers 'extérieur
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de la protéine pour stabiliser sa charge négative (c’est cette hypothése qui avait conduit Rizzo et
al & proposer la mutation H148D afin de stabiliser une des deux conformations de la ECFP [36]).
L’indole du chromophore, en conformation cis, serait alors dépourvu de liaison hydrogéne et dans
une cavité plus large du fait de I'absence de Asp148. Ces deux effets donneraient au chromophore
une liberté de mouvement plus importante pouvant conduire & son isomérisation en conformation
trans. Cette conformation serait alors stabilisée car 'indole pourrait former de nouvelles liaisons
hydrogéne et le chromophore pourrait se trouver dans une situation similaire a celle qu’il adopte
dans la ECFP.

I1.1.4 Objectifs et présentation de I’étude

L’étude que nous avons réalisée sur la Cerulean a pour objectif d’apporter des éléments qui per-
mettent de confirmer ou infirmer les hypothése faites par Malo et al. Tout d’abord, nous avons
étudié 'état de protonation et les conformations préférentielles de Aspl48 suivant la forme acido-
basique qu’il adopte. Ensuite, nous avons étudié 1'effet sur le spectre d’absorption de la Cerulean
du changement de conformation du chromophore et de I'effet électrostatique lié au changement de

pH et donc de la distribution des protons dans la protéine.

Dans cette optique, nous avons réalisé trois simulations de dynamique moléculaire de la Cerulean.
Ces trois cas seront nommés pH5-cis, pH8-cis et pH8-frans en fonction du pH et de la conformation

du chromophore considérée.

pHb5-cis : Structure et dynamique de la Cerulean & pH 5 avec le chromophore en conformation cis.
pHS8-cis : Structure et dynamique de la Cerulean & pH 8 avec le chromophore en conformation cis.
pHS8-trans : Structure et dynamique de la Cerulean & pH 8 avec le chromophore en conformation

trans.

Dans ce qui suit, sont présentés les résultats de cette étude. Dans un premier temps, le choix que
nous avons fait pour modéliser le pH dans nos simulations sera discuté. Ensuite les simulations
moléculaires réalisées dans les trois cas présentés ci-dessus seront décrites et les résultats sur la
structure et la dynamique de la protéine, du chromophore et de Aspl48 seront discutés. Dans
une derniére partie nous discuterons de la facon d’utiliser ces simulations pour calculer le spectre

d’absorption de la Cerulean & différents pH.

I1.2 Dynamique moléculaire de la Cerulean

Dans cette partie, les trois simulations de dynamique moléculaire seront présentées. Le choix des
coordonnées de départ et la détermination de I’état de protonation le plus probable des acides aminés
acido-basiques, selon le pH, sont décrits. L’analyse de la structure de la Cerulean en fonction du pH

et la dynamique de la chaine latérale de Asp148 sont discutées.
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I1.2.1 Distribution des protons a pH 5 et pH 8

Les acides aminés dont la chaine latérale porte une fonction acido-basique peuvent étre sous leur
forme acide (protoné) ou sous leur forme basique (non protoné) selon le pH. Mais dans les protéines,
I’état de protonation individuel de chaque acide aminé dépend de celui des autres acides aminés
acido-basiques. L’ensemble des états de protonation individuels définit un micro-état de protonation
de la protéine ou une distribution de protons. La probabilité de chacune de ces distributions dépend
du pH. L’état de protonation de la protéine & un pH donné correspond alors & un ensemble de

distributions de protons.

Dans les simulations classiques standard, les liaisons chimiques sont définies a priori et ne sont
pas modifiables au cours de la simulation, il est donc indispensable de choisir une distribution de
protons. En général on choisit la plus probable. Une alternative est de réaliser des simulations & pH
constant dans lesquelles la distribution des protons dans la protéine est fréequemment modifiée [74].

Cette approche n’a pas été utilisée dans ce travail.

Dans cette partie nous avons choisi de modéliser le role du pH en utilisant le micro-état de pro-
tonation le plus probable & pH 5 ou & pH 8. Dans la Cerulean, 77 acides aminés présentent une
fonction acido-basique : il s’agit des différents acides aspartiques, acides glutamiques, histidines,
lysines, arginines, cystéines et tyrosines contenus dans cette protéine. Les distributions de protons
et leur probabilité ont été obtenues par résolution de ’équation de Poisson-Boltzmann & ’aide du
serveur de calcul H++ [58,59] (paragraphe 1.5 page 42) et font 'objet des paragraphes suivants.
Dans ces calculs, nous avons employé les paramétres les plus courants : la constante diélectrique a
Iintérieur de la protéine est de 4, celle dans le solvant de 80, et la force ionique du milieu est fixée
a 0.15 mol/L.

11.2.1.1 Courbe de titration de la chaine latérale de Asp148

La courbe de titration de Aspl48 calculée par H++ dans la géométrie de la structure RX a pH 5
est présentée figure 11.4. Elle indique que le pK1 de Asp148 vaut 6.4 et que, & pH 5 la probabilité
qu’il soit protoné est trés proche de 1 (0.9). Ce résultat conforte ’hypothése faite par Malo et al. En
solution aqueuse le pKa de 1’acide aspartique vaut 3.4. Aspl148 est donc un acide plus faible dans

la protéine qu’en solution et a tendance & perdre moins facilement son proton.

11.2.1.2 Distributions de protons a4 pH 5

Nous avons cherché & déterminer les micro-états de protonation de plus basse énergie libre. Ce-
pendant, H++ détermine les micro-états de protonation seulement si le nombre d’acides aminés
acido-basiques est inférieur & 25. Pour réduire le nombre d’acides aminés acido-basiques inclus dans
le calcul par H4++ des micro-états de protonation, nous avons assigné 1’état de protonation des
acides aminés dont le pK 1 ou la courbe de titration permettait de le définir sans ambiguité. C’est

le cas, pour 'ensemble des acides aminés cystéine, tyrosine, lysine et arginine, soit 36 acides aminés
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Figure I1.4 — Courbe de titration de Asp148 dans la Cerulean. [’ordonnée représente la probabilité
que Aspl48 soit dans sa forme acide (protoné et neutre). Les deux molécules en haut a gauche et en
bas & droite représentent respectivement la forme acide et la forme basique d’un acide aspartique.

car leur pK1 est supérieur & 8. Ces acides aminés sont donc pris dans leur forme acide & pH 5. De
la méme m;niére les acides aminés : Glub, Asp21, His25, Asp36, His81, Asp82, Aspl03, Glulll,
Aspl55, His169, His181, His199, Asp210, Glu213, Asp216 et Glu222 ont pour pK: une valeur in-
férieure & 3 ou supérieure a 8. La forme basique a été assignée aux acides aminés 2éiont le pK 1 est
inférieur & 3 et la forme acide a été assignée & ceux dont le pK1 est supérieur a 8. De cette maniére
I’état de protonation reste indéterminé pour seulement 24 acideQS aminés et H4+-+ fournit alors la liste
des 100 micro-états de protonation de plus basse énergie. Nous avons pu remarquer que les courbes
de titration de ces 24 acides aminés sont peu modifiées par rapport au calcul H++ initial prenant
en compte I’ensemble des acides aminés acido-basiques. Les valeurs de pK 1 varient de moins de 0.3

unité. Les 20 micro-états de plus basse énergie sont donnés dans le tableau II.1.

L’intervalle des valeurs des énergies libres associées aux vingt micro-états du tableau II.1 est de
0.29 kcal-mol ~! et il est seulement de 0.6 kcal-mol ~! pour les 100 micro-états de plus basse
énergie. Le rapport des probabilités de Boltzmann a température ambiante (pour une température
de 300 K, kp T'=0.59 kcal - mol 71) entre le micro-état le plus bas et le 20°™° micro-état est de ordre
de 0.4. Ce résultat souligne le fait qu’un unique micro-état de protonation n’est pas représentatif des
distributions de protons & un pH donné dans une protéine. Cependant, dans le cas présent, parmi
les 100 micro-états de plus basse énergie, seuls 11 acides aminés changent d’état de protonation :
Glu6, Glul7, Aspl9, Glu32, Glu34, His77, Glu90, Glul24, His139, Glul72 et Asp180. Leurs chaines
latérales sont orientées dans le solvant et aucun d’entre eux n’est proche du chromophore ou de
Asp148. On peut donc supposer que leur état de protonation aura peu d’influence sur la dynamique
du chromophore et le spectre d’absorption. Le micro-état de plus basse énergie a donc été retenu

pour décrire la distribution des protons dans la protéine a pH 5.
Dans ce micro-état de protonation, tous les acides aminés Cys, Tyr, Lys et Arg sont dans leur forme
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Liste des 20 micro-états de protonation de plus basse énergie a pH 5

001000100000000111000000O0 Energie :-6.237765
001011000000000111100000 Energie :-6.241885
001001100000000111100000 Energie :-6.250822
001000000000000011100000O0 Energie :-6.253264
01101100000000001110000O0 Energie :-6.287508
011001100000000011100000 Energie :-6.287881
00100000000000011100000O0 Energie :-6.303818
001011100000000011100000 Energie :-6.305521
011011000000000111000000 Energie :-6.311610
011001100000000111000000O0 Energie :-6.315763
001001000000000111100000 Energie :-6.329690
001011100000000111000000O0 Energie :-6.347528
001011000000000011100000 Energie :-6.393938
001001100000000011100000O0 Energie :-6.397347
011001000000000011100000O0 Energie :-6.403605
011001000000000111000000 Energie :-6.433411
001011000000000111000000O0 Energie :-6.437868
00100110000000011100000O0 Energie :-6.445058
001001000000000011100000 Energie :-6.473899
00100100000000011100000O0 Energie :-6.523533

Tableau II.1 — Liste des 20 micro-états de protonation de plus basse énergie & pH 5. Chaque ligne
représente un micro-état dans lequel 0 signifie que 'acide aminé est dans sa forme basique (non
protoné) et 1 signifie qu'il est dans sa forme acide (protonée). Chaque colonne correspond & un
acide aminé. Ils sont donnés par numéro croissant : Glu6, Glul7, Aspl9, Glu32, Glu34, His77,
Glu90, Glu95, Aspl102, Glulls, Aspl17, Glul24, Asp129, Glul32, Asp133, His139, Glul42, Aspl48,
Glul72, Aspl73, Aspl80, Aspl190, Aspl197, His217. La derniére colonne est ’énergie libre associée
au micro-état en kecal -mol L.

acide, les acides aminés Asp et Glu sont dans leur forme basique, sauf Aspl9, Aspl48 et Glul42 qui
sont dans leur forme acide (neutre, protoné). Les histidines en position 25, 77, 139 et 199 sont sous
leur forme acide (cationique, protonée), celles en position 81, 169 et 181 sont sous leur forme basique
neutre, leur unique proton étant en position e et ’histidine en position 217 est neutre, son unique
proton étant en position . Le choix de la position du proton acide des acides aminés histidines
neutres est fait de maniére & favoriser la formation de liaisons hydrogéne avec des acides aminés
proches. L’orientation des chaines latérales permet généralement de supposer la présence ou non
d’un proton. Les sites de protonation des histidines neutres précédemment définis sont identiques a

ceux trouves, selon le méme raisonnement par Helms et al [24] dans la GFP.
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11.2.1.3 Distribution de protons a pH 8

La géomeétrie de la Cerulean a pH 8 n’est pas connue. Nous ne disposons donc que des courbes de
titration précédentes, obtenues dans la géométrie & pH 5. Or ces courbes dépendent significativement
de la géométrie. Le point le plus important pour notre étude est ’état de protonation de Asp148. A
pH 8, sa chaine latérale peut étre a I'intérieur de la protéine, comme & pH 5, ou (plus probablement)
dans le solvant. Si elle est & l'intérieur de la protéine on peut supposer que la courbe de titration
précédente est valable et on en déduit alors que Asp148 est non protoné & pH 8. Si la chaine latérale
est dans le solvant, alors le pK1 de Aspl48 doit probablement étre voisin du pKa standard en
phase aqueuse (3.8) et donc Aspi48 est également non protoné. On peut donc affirmer que Aspl148
est trés probablement non protoné & pH 8. Les états de protonation individuels des autres acides
aminés sont moins cruciaux et nous les avons déterminés & partir des courbes de titration obtenues

précédemment.

[’analyse des courbes de titration montre que peu d’acides aminés acido-basiques ont un pK1 proche
de 8. Ceci est probablement lié au fait que c’est également le cas en solution aqueuse, hOI‘IiliS pour
les histidines. Seuls 7 acides aminés ont un pK: supérieur & 5.5 ou inférieur & 10.5 : Asp19, His25,
Tyr39, Lys101, Glul42, Lys158 et His199. De 1a2méme maniére que ce qui a été fait & pH 5, les acides
aminés dont le pK1 est inférieur a 5.5 ont été supposés non protonés alors que ceux dont le pK1
est supérieur a 10.5 ont été définis sous leur forme protoné. De cette maniére I’état de protonatio;
de seulement 7 acides aminés reste indéterminé et le serveur H++ fournit les micro-états de plus

basse énergie. Les 20 micro-états de plus basse énergie sont présentés dans le tableau II.2.

Contrairement a la situation observée & pH 5, en raison du nombre limité d’acides aminés inclus dans
le calcul des micro-états de protonation, 'amplitude de variation d’énergie libre est importante. La
gamme d’énergie libre a une amplitude de 1.6 kcal - mol ~!, si on considére les 20 micro-états de plus
basse énergie et de 3.6 kcal -mol ! kcal -mol ~! si on considére les 100 micro-états de plus basse
énergie. D’autre part, seuls His25, Lys158 et His199, changent d’état de protonation dans les 20
premiers micro-états. Ces acides aminés étant éloignés du chromophore, il est raisonnable de penser

que leur état de protonation influe peu sur le chromophore.

En résumé, nous avons utilisé le micro-état de protonation de plus basse énergie pour modéliser
la distribution de proton & pH 8. Tous les acides aminés acides sont non protonés, tous les acides
aminés basiques sont protonés. Les histidines His25 et His199 sont sous leur forme acide (cationique,
doublement protonée). Les histidines en position 77, 81, 139, 169 et 181 sont neutres et leur proton

acide est en position €, His217 est neutre et son proton acide est en position J.

I1.2.2 Coordonnées initiales

La configuration du systéme choisie pour initier le calcul de la dynamique moléculaire doit repré-
senter une configuration probable du systéme dans les conditions de température, de pression et de

pH choisies pour la simulation.
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Liste des 20 micro-états de protonation de plus basse énergie 4 pH 8

00111001 Energie :-4.665819
01111001 Energie :-4.782417
00111011 Energie :-4.844590
01111011 Energie :-4.946409
00110000 Energie :-5.282663
00110000 Energie :-5.357990
01110000 Energie :-5.427706
01110000 Energie :-5.501660
00110001 Energie :-5.608031
01110001 Energie :-5.743129
00110011 Energie :-5.745722
00110010 Energie :-5.761141
00110010 Energie :-5.791964
01110011 Energie :-5.866040
01110010 Energie :-5.891404
00110001 Energie :-5.920547
01110010 Energie :-5.920855
01110001 Energie :-6.057017
00110011 Energie :-6.102741
01110011 Energie :-6.224432

Tableau I1.2 — Liste des 20 micro-états de protonation de plus basse énergie & pH 8. Chaque ligne
représente un micro-état dans lequel 0 signifie que ’acide aminé est non protoné et 1 signifie qu’il
est protoné. Chaque colonne correspond & un acide aminé. Ils sont donnés par numéro croissant :
Asp19, His25, Tyr39, Lys101, Glul42, Aspl148, Lys158, His199. La derniére colonne est 1’énergie
libre associée au micro-état en kcal -mol 1.

11.2.2.1 Simulations & pH 5 et 4 pH 8 en conformation cis

La Cerulean a été cristallisée & pH 5 (code 1Q57 de la Protein Data Bank [37]) et sa structure a été
déterminée avec une résolution de 2 A. Bien que faible, cette résolution est suffisante pour pouvoir
utiliser la structure pour faire une simulation, car la position des atomes lourds (C, N, O et S)
est bien identifiée. Le chromophore est caractérisé dans sa conformation cis. Cette structure a été
utilisée comme point de départ des simulations dans les cas pH5-cis et pH8-cis. L’obtention d’un

point de départ pour la simulation pHS8-trans nécessite une étude spécifique.

Afin de compléter la structure initiale on ajoute les atomes d’hydrogéne. Ceci est réalisé de facon
systématique par le programme AMBER pour les atomes d’hydrogéne non labiles en comparant la
structure issue de la Protein Data Bank aux structures et géométries contenues dans les librairies de
chaque acide aminé. L’état de protonation le plus probable des acides aminés acido-basiques défini

précédemment est utilisé pour chaque pH.
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11.2.2.2 Simulation & pH 8 en conformation trans

Aucune structure RX de la Cerulean avec le chromophore en conformation ¢rans n’est encore ac-
tuellement disponible. Nous avons utilisé les résultats de la simulation réalisée dans le cas pHS8-cis
pour obtenir une configuration de départ utilisable dans le cas pH8-trans. Dans un premier temps
nous avons extrait un ensemble de configurations (1150 configurations) de la simulation réalisée
dans le cas pHS8-cis. Pour chacune des ces configurations, nous avons modifié les coordonnées du
chromophore pour qu’il adopte une conformation trans (par une rotation de 1’angle de torsion ¢ de
180°) et nous avons identifié les atomes de la protéine situé & moins de 2 A d’un atome du cycle

indole. Une distance inférieure a 2 A indique généralement une forte interaction répulsive.

Parmi tous les atomes du cycle indole, seulement quelques uns ont des distances inférieures a 2 A
avec des atomes d’acides aminés voisins du chromophore. Ils correspondent a la partie la plus externe
du cycle indole (plus précisément du cycle benzéne) qui est celle qui se déplace le plus lors d'une
isomérisation de la conformation cis & la conformation trans. Ainsi les atomes C3, H3, C4 et H4
(figure 1.6 page 20 pour le nom des atomes) se placent, dans 20 & 50% des configurations, a des
distances inférieures a 2 A de Val150, Phel65 et Aspl48, essentiellement des atomes de groupements
méthyle ou de chaines aliphatiques. D’autres atomes, C2, H2, H5 et HS8 se trouvent également a
des distances inférieures & 2 A d’atomes d’acides aminés proches mais seulement dans 10% des

configurations au plus.

La géne stérique engendrée par l'isomérisation du chromophore est donc relativement limitée. De
plus, les répulsions entre le chromophore et les atomes des acides aminés voisins sont facilement
supprimées par des mouvements de torsion de petite amplitude des chaines aliphatiques, ce qui
ne nécessite pas une déformation globale de la protéine. La cavité de la protéine qui contient le
chromophore en conformation cis semble donc facilement s’adapter au chromophore en conformation
trans. Ainsi, quelque soit le choix de la configuration de la simulation & pH 8 avec le chromophore en
conformation ¢is utilisée pour créer le point de départ de la simulation pH8-#rans, les résultats de la
trajectoire a 1’équilibre devraient étre identiques. En conséquence, les coordonnées de départ pour
la simulation pHS8-trans ont été obtenues en changeant la conformation du chromophore dans une
configuration extraite, au hasard, de la simulation a pH 8 avec le chromophore en conformation cis.
L’énergie du systéme a ensuite été minimisée puis, en suivant le protocole indiqué au paragraphe
B.2.6 page 173, le systéme a été porté & température ambiante et a pression atmosphérique avant

de faire une simulation de 3 ns dans l’ensemble (N,P,T).

I1.2.3 Structure et dynamique de la Cerulean & pH 5

A partir de la structure cristalline et du micro-état de protonation choisi pour représenter ’état de
protonation de la protéine a pH 5, des simulations de dynamique moléculaire ont été réalisées & pH
5 en conformation cis. L’analyse de la structure RX conduit Malo et al [37] & proposer que Aspl148
est sous sa forme acide et, en raison de l'existence possible d’une liaison hydrogéne, il conclut
sur la position préférentielle du proton acide sur un des atomes d’oxygéne de la fonction acide

carboxylique de Aspl48. Dans nos simulations, nous avons choisi d’étudier systématiquement les
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différentes situations de départ selon la position du proton acide de Aspl148 & partir de la structure
RX.

Apreés avoir présenté les 4 situations initiales possibles et vérifié la stabilité de la structure au cours
des simulations, la structure d’équilibre sera analysée et comparée aux données expérimentales.
Nous décrirons en particulier I'orientation de la chaine latérale de 'acide aminé Asp148, le réseau
de liaisons hydrogéne impliquant le chromophore et Asp148 et la dynamique des brins du cylindre
de feuillets G formant le cleft.

11.2.3.1 Position initiale du proton acide sur Asp148

Sur une fonction acide carboxylique le proton acide peut étre placé de plusieurs maniéres : sur 'un
ou l'autre des atomes d’oxygene de la fonction acide carboxylique et, sur chaque atome d’oxygéne, il
existe deux minima correspondant a ’orientation du proton, en direction de I’autre atome d’oxygéne
du groupe COOH ou orienté dans la direction opposée. Cela conduit aux quatre possibilités qui sont

présentées sur la figure I1.5.

position 1 position 2

position 3 position 4

Figure I1.5 — Les quatre positions initiales envisagées pour le proton acide de Aspl48.

La position 1 est obtenue a partir du modéle utilisé par AMBER par défaut lorsqu’il ajoute un
hydrogéne sur le groupement carboxylique d’un acide aspartique. La position 2 est en accord avec
celle proposée par Malo et al [37] dans laquelle une liaison hydrogéne intra-acide aminé existe entre
Poxygéne du squelette protéique de Aspl48 et I'oxygéne de la fonction acide carboxylique qui en est
le plus proche (figure 11.2 page 53). Les positions 3 et 4 correspondent a la protonation de I'autre
atome d’oxygéne de la fonction acide carboxylique. Conventionnellement les atomes d’oxygéne de
la fonction acide carboxylique d’un acide aspartique s’appellent OD1 et OD2. Cette notation n’est
pas adaptée a notre étude car il est préférable dans notre cas de pouvoir suivre la dynamique des

atomes d’oxygéne en sachant lequel porte le proton acide indépendamment de leur position dans la
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structure RX de départ. Pour clarifier et simplifier la discussion, nous appellerons par la suite ODH
I’atome d’oxygéne de la fonction acide carboxylique qui porte le proton acide, OD l'autre atome
d’oxygéne de cette fonction et HD le proton acide. Les noms des atomes de Aspl48 sont résumés

sur la figure 1L.6.

Figure I1.6 — Noms des atomes employés pour Aspl48. Les angles 6, o et 8 correspondent respec-
tivement aux torsions autour des liaisons CA-CB, CB-CG et CG-ODH. La torsion 6 est mesurée
par langle diedre C-CA-CB-CG, la torsion « est mesurée par I’angle diédre CA-CG-CB-ODH et 1a
torsion 3 est mesurée par 'angle diédre CB-CG-ODH-HD.

Pour les autres acides aminés acide aspartique ou acide glutamique protonés, le modéle contenu
dans les librairies de AMBER a été utilisé. Une simulation a été réalisée pour chacune des quatre
positions initiales du proton acide de Aspl48 présentées sur la figure 11.5. Par la suite la simulation
ayant comme point de départ la position ¢ sera nommeée simulation ¢. Pour chaque cas, nous avons
minimisé I’énergie, puis le systéme a été progressivement porté & température ambiante et & pression
atmosphérique en suivant les étapes décrites dans le paragraphe B.2.6 page 173. Une simulation de
4 ns dans U'ensemble (N,P,T) & 300 K et sous une pression de 1 bar a ensuite été réalisée. Les
résultats présentés par la suite ont été extraits des 3.5 derniéres nanosecondes des simulations. Les
500 premiéres picosecondes ont pour intérét de laisser le systéme relaxer vers sa situation d’équilibre

et ne sont pas prises en compte.

11.2.3.2 Stabilité de la structure au cours des simulations

L’amplitude des déformations de la protéine dans son ensemble au cours d’une simulation de dyna-
mique moléculaire peut étre mesurée au travers de I’évolution en fonction du temps de la moyenne

du déplacement carré moyen des atomes de la protéine, RMSd, équation II.1 :

1 N(Ltome
Mtotale

—

Miat (Fu — T red )2 (IL.1)

RMSd =
tat

ol Miotate €t Natome sont la masse totale et le nombre des atomes inclus dans le calcul du RMSd,
tat représente l'indice d’'un atome, m;,; est la masse de 'atome iat, ¢ représente l'indice d’une
configuration extraite de la simulation, ref représente l'indice de la configuration de référence par

rapport & laquelle on mesure le déplacement et 7, est le vecteur position de ’atome iat dans une

configuration donnée. Généralement la structure de référence est la structure cristalline. Le calcul
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Figure I1.7 — Déplacement carré moyen en fonction du temps des C, des acides aminés qui forment
une structure secondaire de type hélice a ou feuillet 8 en noir, de I’ensemble des C, en rouge et de
I’ensemble des atomes de la protéine en orange dans la simulation 1.

du RMSd indique alors si au cours de la simulation la structure de la protéine dévie fortement de
la structure cristalline. Une déviation trop importante est généralement le signe d’une trajectoire
non physique comme par exemple un dépliement partiel de la protéine. Dans le cas ol des atomes
de nature différente sont inclus dans le calcul du RMSd, celui-ci est généralement pondéré par la
masse des atomes comme indiqué dans I’équation II.1. La figure I1.7 présente I’évolution du RMSd

en fonction du temps pour trois groupes d’atomes dans le cas de la simulation 1.

Le calcul du RMSd présenté sur la figure 11.7 a été calculé sur I’ensemble de la simulation 1 en
incluant les parties de mise & 1’équilibre de la température et de la pression. Les trois courbes
obtenues (i) pour 'ensemble des C,, constituant les feuillets 5 et 1’hélice v (ii) pour I'ensemble des
C, et (iii) pour ’ensemble des atomes de la protéine ont une allure similaire. Elles présentent un
premier palier entre 0 et 0.2 ns qui correspond & la mise & ’équilibre de la température pendant
laquelle des contraintes sont imposées sur les atomes de la protéine. Ces contraintes ont clairement
pour effet de limiter le déplacement des atomes pendant cette étape. A partir du moment ou les
contraintes sont relachées le RMSd augmente puis reste & peu prés constant pour les trois groupes
d’atomes ce qui indique que la structure est stable tout au long de la simulation (la dérive est de
ordre de 0.3 Apour ’ensemble des Cy,).

Le RMSd correspondant aux C, inclus dans une structure secondaire (courbe noire) est le plus
faible. Ces atomes correspondent & la partie rigide de la protéine, ils sont contraints par les liai-
sons covalentes et les liaisons hydrogéne qui maintiennent les structures secondaires. Le RMSd de
Iensemble des C,, courbe rouge, est légérement plus élevé, di a la présence de boucles souples
dans la structure. Le RMSd des C, oscille entre 0.7 A et 1.3 A sur I'ensemble de la simulation.
Ces valeurs sont en bon accord avec celles obtenues pour d’autres simulations de la GFP ou de

mutants [69,24,75] et indiquent que 'ensemble de la structure est conservée tout au long des simu-
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lations. Les valeurs de RMSd pour les mémes groupes d’atomes et pour les trois autres simulations

sont similaires et ne sont pas présentés ici.

11.2.3.3 Conformations de la chaine latérale de Aspl148

Les conformations de la chaine latérale de Aspl48 peuvent étre caractérisées en considérant les
valeurs moyennes et les fluctuations de plusieurs torsions autour des liaisons de la chaine latérale

ou de distances qui sont données dans le tableau II.3.

3 a 0 0-ODH  0-OD
/

réference [37] 166 -53 2.9 4.5

simulation 1 0 (11) 3 (22)  -54 (11) 5.0 (0.2) 3.3 (0.2)
simulation 2 -7 (11) 3(18) -55(9) 4.9(0.2) 3.2(0.2)
simulation 3 -1 (10) 9 (18)  -56 (9) 5.1 (0.2) 3.3 (0.2)
simulation 4 177 (12) 200 (84) 66 (11) 4.6 (0.4) 4.4 (0.4)

Tableau I1.3 — Valeur moyenne et déviation standard (entre parenthéses) des torsions (en degrés) et
des distances (en A) qui permettent de caractériser les conformations de la chaine latérale de Asp148
obtenues le long des quatre simulations effectuées & pH 5. Les noms des atomes et les torsions sont
définis sur la figure I1.6. Les données de la ligne référence sont extraites de la structure RX de
la Cerulean. Sur cette ligne I'atome d’oxygéne ODH est défini comme étant celui qui est supposé
porter un proton dans la structure RX.

Il apparait dans ce tableau que les valeurs moyennes et les fluctuations des différentes coordonnées
internes caractérisant la dynamique et la position moyenne de la chaine latérale de Asp148 sont trés
similaires dans les simulations 1,2 et 3, et trés différentes dans la simulation 4. Les résultats de cette

derniére simulation seront discutés séparément.

a) Simulation 1 4 3

Concernant les simulations 1 & 3, les valeurs moyennes de l'angle 6 sont similaires dans les trois
simulations et proches de la valeur mesurée dans la structure RX. Les valeurs de 6 caractérisent
le déplacement du groupe COOH de Aspl48. Des valeurs de l'ordre de -55° correspondent a une
position de la fonction acide carboxylique & I'intérieur de la protéine et dirigée vers I'atome N9 de

I'indole du chromophore.

Les valeurs moyennes des distances O-ODH et O-OD ainsi que celle de I'angle de torsion « sont
trés proches les unes des autres et significativement différentes des valeurs mesurées dans la struc-
ture cristalline. L’angle de torsion «v décrit la rotation du groupement COOH autour de la liaison
H,C—-COOH. La géomeétrie d’équilibre dans les simulations correspond a une situation dans laquelle
les atomes d’oxygénes OD et ODH ont échangé leur position par rapport a la structure RX. Pour
les simulations 1 et 2 (positions de départ 1 et 2, figure I11.5) la position de départ de 'atome ODH

est proche de 'oxygéne du squelette protéique, la déformation conduisant & la situation d’équilibre
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observée dans les simulations est principalement une variation de 180° de ’angle « (figure IL.8).
Dans la simulation 3, la position initiale de la fonction acide carboxylique est proche de la situation

d’équilibre obtenue dans les simulations. De ce fait a conserve la méme valeur.

Figure I1.8 — En noir, orientation de la chaine latérale de Asp148 dans les simulations 1, 2 et 3. Il
n’y a pas de liaison intra-acide aminé entre I’acide carboxylique et le squelette protéique de Aspl48,
I’hydrogéne HD est orienté & l'extérieur du groupe carboxylique et les deux atomes d’oxygéne du
groupe carboxylique sont proches du groupe NH de 'indole du chromophore. La géométrie bleu
transparente est issue de la structure cristalline, le proton acide étant positionné selon ’hypothése
d’une liaison hydrogéne intra-acide aminé.

Un dernier point concerne l'angle de torsion (3. Cet angle caractérise la position du proton HD
par rapport a 'atome OD : soit la liaison ODH-HD est orientée & l'intérieur du groupe COO, en
direction de OD (8 = 180°), soit dans la direction opposée (5 = 0°). Dans les simulations 1 & 3, la
valeur de (8 est proche de zéro. Le proton HD est donc dans la direction opposé & OD, c’est a dire
a lextérieur du groupement acide carboxylique. Cette position de ’atome HD est stabilisée par la

formation d’une liaison hydrogéne avec un acide aminé proche, la lysine 166 (figure 11.9).

En résumé, pour les simulations 1 & 3, quelque soit la position du proton dans la géométrie de
départ, la conformation d’équilibre de la chaine latérale de Aspl48 est celle présentée sur la figure
I1.8 : la chaine latérale de Asp148 est a I'intérieur de la protéine, 'atome ODH est 'atome d’oxygeéne
de la fonction acide carboxylique qui est le plus éloigné de ’atome d’oxygéne du squelette protéique,
la liaison hydrogéne intra-acide aminé n’est pas observée et ’hydrogéne HD est orienté a I'extérieur
de la fonction acide carboxylique. La différence entre la conformation obhservée expérimentalement
et celle issue de la simulation sera analysée a ’aide du réseau de liaison hydrogéne et de la structure

du cleft (ouverture entre deux brins du tonneau de feuillets 5 de la protéine).

b) Simulation 4
Les valeurs moyennes des coordonnées internes de Aspl48, présentées dans le tableau I1.3, sont

différentes pour cette simulation de celles obtenues pour les autres simulations et la structure RX.
La situation moyenne obtenue dans la simulation 4 se caractérise par une valeur moyenne de ’angle
de torsion 6 de 66°. La chaine latérale de Asp148 s’oriente vers l'extérieur de la protéine par une
rotation autour de la liaison CA-CB (angle de torsion 6), les atomes C, CA, N restant fixes du fait
des contraintes dues aux liaisons hydrogéne impliquant le squelette protéique de Aspl48 dans un
feuillet 5.
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Il résulte de ce changement d’environnement que la dynamique de la chaine latérale de Aspl148 est
plus libre, ce qui se traduit par des fluctuations au moins deux fois plus importantes dans cette
simulation que dans les trois autres. Les fluctuations de I'angle de torsion « sont trés importantes
car au cours de la simulation le plan du groupe acide carboxylique tourne plusieurs fois de 180°.
Enfin, contrairement aux autres simulations, ’atome d’hydrogéne HD est a l'intérieur du groupe
acide carboxylique. Dans cette simulation, le groupe COOH étant dans le solvant il n’y a plus de
raisons structurales, comme la formation d’une liaison hydrogéne qui nécessitent que HD soit a

I'extérieur de la fonction acide carboxylique.

Les résultats obtenus & partir de cette derniére simulation sont & considérer avec réserve. Il faut
remarquer que le point de départ de la simulation 4 (figure I1.5) est énergétiquement défavorable a
cause de la courte distance entre le proton HD de Aspl48 et le proton H9 du chromophore (1.22 A)
Malgré les précautions prises lors de la mise & 1’équilibre du systéme, cette courte distance induit
probablement de fortes répulsions et donc une vitesse initiale élevée pouvant conduire le systéme
dans des régions de I’espace des configuration en réalité inaccessibles. Cette simulation montre ce-
pendant qu’a pH 5 il existe un bassin d’énergie libre dans lequel la chaine latérale de Asp148 se place
a extérieur de la protéine. On peut alors se poser les deux questions suivantes : quel est le poids des
configurations explorées par la simulation 4 par rapport aux poids des configurations explorées dans
les simulations 1, 2 ou 37 et sont-elles thermiquement accessibles 7 Pour répondre & ces questions il
faudrait évaluer la différence d’énergie libre entre la région de l'espace des configurations explorée
dans la simulation 4 et celle explorée dans les simulations 1, 2 et 3, ainsi que la barriére qui sépare
ces deux régions. Le calcul de la différence d’énergie libre est en cours. Dans ce qui suit, compte
tenu de la position de Aspl48 clairement identifiée & I'intérieur du tonneau dans la structure RX a

pH 5, la simulation 4 ne sera pas prise en compte.

11.2.3.4 Réseau de liaisons hydrogéne au voisinage du chromophore

Le réseau de liaisons hydrogéne au voisinage du chromophore décrit la fagon dont celui-ci est main-
tenu au sein de la protéine. Le réseau de liaisons hydrogéne est trés important pour la compréhension
de la relation entre la structure et les propriétés photophysiques des protéines, d’une part parce que
la présence d’acides aminés polaires proches du chromophore induit un champ électrique au voisi-
nage du chromophore susceptible de modifier ses transitions électroniques, et d’autre part parce que

ce sont les chemins les plus probables des transferts de protons ou d’électrons.

Le réseau de liaisons hydrogene a été calculé sur les 3.5 derniéres nanosecondes de chacune des
simulations 1 & 3 en utilisant les critéres décrits au paragraphe B.2.5 page 173. La figure I11.9
présente le réseau de liaisons hydrogéne obtenu & partir de la trajectoire de la simulation 1. Les

résultats obtenus pour les simulations 2 et 3 sont trés similaires et ne sont pas présentés.

Le réseau de liaisons hydrogéne impliquant le cycle imidazolinone, la fonction alcool de la partie
Thr65 du chromophore et les acides aminés Glu222, Ser205 et Thr203 est trés similaire a celui décrit

dans la structure RX mais aussi dans les protéines de la famille de la GFP en général [69, 24].

Les atomes d’oxygéne de la fonction acide carboxylique de Aspl48 sont en interaction avec la
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Figure I1.9 — Réseau de liaisons hydrogéne dans I’environnement du chromophore obtenu & partir de
la simulation 1 & pH 5. Les fléches indiquent la présence d’une liaison hydrogéne et sont orientées du
donneur vers ’accepteur d’hydrogéne. Les nombres associés & chaque liaison hydrogéne indiquent en
pourcentage le temps pendant lequel la liaison hydrogéne existe. Les critéres utilisés pour déterminer
Iexistence d’une liaison hydrogéne sont de 3.2 Apour la distance et 40° pour I’angle.

fonction indole du chromophore, comme cela a été proposé par Malo et al [37]|. Le point le plus
remarquable concerne le groupement OH acide de Aspl48. Sa position est différente de celle de la
structure RX et le proton HD s’oriente & 'extérieur du groupement COOH. Cette conformation est
stabilisée par une liaison hydrogéne trés stable avec le groupement carbonyle du squelette protéique
de Lys166. Le réseau de liaisons hydrogéne de la fonction acide carboxylique, trés stable au cours
de la simulation, justifie la convergence vers la méme structure d’équilibre des 3 simulations 1, 2 et
3. Ces résultats soulévent deux questions, 'une concernant 1’état de protonation de Aspl48, Iautre

concernant la dynamique du brin portant ’acide aminé Lys166 (paragraphe 11.2.4).

11.2.3.5 Etat de protonation de Asp148

Bien que les acides aspartiques soient en général sous leur forme basique a pH 5 [76], deux raisons
nous ont amenés a considérer la forme acide, protonée, de Aspl48. Ces raisons sont d’une part
I'hypothese d’une liaison hydrogéne intra-acide aminé O,,;—ODH faite par Malo et al, et d’autre
part, les résultats des calculs H++. Les calculs effectués en utilisant H++ prédisent que Aspl148
est sous sa forme acide dans la structure RX & pH 5. Ce résultat est probablement di au fait que,
dans la géométrie de la structure RX, la distance O,,,—ODH est courte, ce qui stabilise la présence

d’un proton. Or cette liaison hydrogéne intra-acide aminé n’est pas observée dans nos simulations.
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a) b)

brin 6 brin 7

Asplsh —— [ Glyl60
— Alalb4 Ilel61 ——

Thr153 —— | Lys162
— Ilel52 Alal63 ——

Tyrldl ------------ Asnl164
—— Vall50 Phel6s ——

Asnl49 ------------ Lys166
—— Aspl48 Ilel67 ——

Serl47 ------------ Argl68

Figure I11.10 — a) Représentation du cleft entre les brins 6 (en jaune) et 7 (en vert) dans la Cerulean.
La chaine latérale de Asp148 (brin 6) est également représentée. b) Schéma représentant les acides
aminés constituant les brins 6 et 7 et les liaisons entre les fonctions amides de chaque paire d’acides
aminés. Les traits pleins représentent les liaisons hydrogéne présentes dans la structure RX. Les
tirets représentent les liaisons hydrogéne manquantes.

Faut-il pour autant considérer Asp148 sous sa forme basique 7 Nos résultats suggérent que non car
la liaison hydrogéne entre 'atome ODH de Aspl48 et le carbonyle de Lys166 est observée 96% du
temps de la simulation (97% et 98% dans les simulations 2 et 3). La présence d'un proton sur Asp148
est donc justifiée au méme titre que précédemment. Aspl48 est donc certainement sous sa forme

acide a pH 5 bien que cela ne soit pas la conséquence de la liaison hydrogéne intra-acide aminé.

Les acides aminés Aspl148 et Lys166 sont séparés par une molécule d’eau dans la structure RX. La
formation de la liaison hydrogéne entre Aspl48 et Lys166 implique un déplacement de Lys166 vers
Aspl48, et de la molécule d’eau. Nous avons étudié plus précisément les déformations du brin 6 qui
porte Aspl48 et du brin 7 qui porte Lysl66, ces deux brins constituant un des 11 feuillets 8 de la

Cerulean.

I1.2.4 Dynamique globale de la Cerulean - mouvement des brins 6 et 7

Dans la Cerulean, le cylindre de feuillets 8 formant le tonneau de la protéine présente une ouverture
entre les brins 6 et 7, que nous appelons cleft. Entre ces brins, plusieurs paires d’acides aminés
ne forment pas les liaisons hydrogeéne habituelles entre deux brins formant un feuillet 3 (voir la
structure d’un feuillet 3, figure A.4 page 161), la distance entre les brins est trop importante ce qui

crée une ouverture dans le cylindre (figure I1.10).

Cette faiblesse de la structure est également présente dans les structures RX de la GFP [24, 18]
et celles d'une grande partie de ses mutants, tels que la EYFP [29] et la ECFP [67]. Cependant
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Iouverture est significativement plus importante dans la structure RX de la Cerulean que dans
celles de la GFP, de la EYFP ou de la ECFP.

11.2.4.1 Description de ’ouverture du cylindre de feuillets 3 entre les brins 6 et 7

Le tableau 11.4 donne les distances entre les atomes d’azote du groupe NH et 'oxygéne du carbonyle

du squelette protéique des paires d’acides aminés des brins 6 et 7 (figure A.4 page 161).

Thr153%-Lys162 Tyrl51-Asn164 Asn149-Lys166 Ser147-Argl68
1  GFP [1§] 3.0 2.7 3.1 3.1 6.0 5.1 6.7 6.7
2  GFP/H148D [77] 3.0 2.9 5.0 4.5 6.8 6.4 7.3 7.3
3 EYFP [29] 3.0 2.7 3.2 3.2 6.1 5.2 6.6 6.8
4 EYFP/H148G [29] 3.2 3.2 4.6 3.2 7.3 5.3 7.1 6.2
5 ECFP(A’) [67] 2.9 2.9 3.9 3.4 5.9 5.1 4.5 7.0
6 ECFP(B’) [67] 2.9 2.8 3.4 3.9 5.6 5.1 6.5 6.8
7  Cerulean [37] 3.0 2.8 5.0 4.3 6.8 7.0 7.5 6.9
8  Simulation 1 3.0 2.9 3.4 3.2 5.6 5.4 2.7 0.4

“Met153 dans la GFP, la GFP/H148D, la EYFP et la EYFP/H148G

Tableau I1.4 — Distances, en A, entre atome d’oxygéne du carbonyle du squelette protéique et
Patome d’azote de la fonction amide des paires d’acides aminés constituants les brins 6 et 7, (figure
I1.10 b page 69). Chaque paire d’acides aminés peut former deux liaisons hydrogeéne (figure A.4 page
161). La premiére valeur est la distance entre 'atome d’azote du premier acide aminé et ’atome
d’oxygéne du second acide aminé, la seconde valeur est la distance entre ’atome d’oxygéne du
premier acide aminé et l'azote du second acide aminé. Les lignes 1 a 6 concernent les distances
mesurées dans la structure RX de la référence indiquée. Les valeurs de la ligne 7 sont les moyennes
obtenues pour chaque distance dans la simulation 1.

En se basant sur le critére selon lequel une liaison hydrogéne existe si la distance entre 1’atome
donneur d’hydrogeéne et ’atome accepteur d’hydrogéne est inférieure 2 3.2 A, quelque soit la protéine,
les deux liaisons hydrogéne entre les paires d’acides aminés Asp155 - Gly160 et Thr153 - Lys162 sont
conservées et les deux liaisons hydrogéne entre les paires d’acides aminés Ser147 - Argl68 et Asn149
- Lys166 sont rompues. La présence des deux liaisons hydrogéne entre Tyrl51 et Asn164 dépend
de la protéine considérée. Dans la structure RX de la Cerulean et de la GFP/H148D (mutation
de His148 en Aspl48), elles sont rompues alors qu’elles sont présentes dans la EYFP et la GFP.
Les structures RX de la ECFP et la EYFP/H148G (mutation de His148 en Gly148) présentent une

situation intermédiaire dans laquelle une des deux liaisons hydrogéne existe et I'autre est rompue.

L’origine du cleft dans la structure RX de la Cerulean pourrait étre associée aux mutations du
chromophore et de l'acide aminé en position 148. Le chromophore des GFPs est fixé sur I’hélice
a au centre de la protéine et s’étend vers la surface de la protéine, son extrémité étant située en
face du feuillet formé par les brins 6 et 7. Dans le cas de la ECFP et de la Cerulean, le cycle

phénol est substitué par un cycle indole plus étendu. Les effets stériques induits par le cycle indole
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pourrait avoir comme effet de déstabiliser le réseau de liaisons hydrogéne entre les brins 6 et 7.
Cela peut expliquer que dans la Cerulean et les deux conformations de la ECFP, le cleft soit plus
large que dans la EYFP et la GFP. On remarque que la mutation H148G dans la EYFP déstabilise
également le réseau de liaisons hydrogéne entre les brins 6 et 7. Or la Cerulean est un variant de
la ECFP obtenu notamment par une mutation en position 148. La Cerulean cumule donc deux
caractéristiques susceptibles de déstabiliser le réseau de liaisons hydrogéne entre les brins 6 et 7 :

un chromophore plus grand et une mutation en position 148.

I1.2.4.2 Dynamique des brins 6 et 7 dans les simulations

La derniére ligne du tableau I1.4 donne les valeurs moyennes, obtenues dans la simulation 1, des
distances entre les atomes d’azote et d’oxygéne des acides aminés portés par les brins 6 et 7. Ces
valeurs doivent étre comparées & celle de la ligne au dessus qui sont celles mesurées sur la structure
RX et correspondent donc aux valeurs initiales de ces distances. Les valeurs moyennes obtenues
dans la simulation sont toutes inférieures, de 1.2 a 1.8 A, aux valeurs mesurées sur la structure
RX. De plus les déviations standard de ces distances dans la simulation 1 sont faibles, elles sont
comprises entre 0.1 et 0.6 A. Le rapprochement des brins 6 et 7 est donc conservé tout le long de la

simulation. Cette situation est observée quelque soit la simulation (simulation 1 & 3).

Ce rapprochement des brins 6 et 7 rend effective les liaisons hydrogéne entre les atomes du squelette
protéique des acides aminés Tyr151 et Asnl164. La liaison hydrogéne entre 'atome d’azote de Tyr151
et Vatome d’oxygéne de Asnl64 est présente 39% du temps et celle entre 'atome d’oxygéne de
Tyrl51 et 'atome d’azote de Asnl64 est présente 63% du temps dans la simulation 1. La situation
moyenne obtenue dans les simulations est en fait celle observée dans les structure RX des autres
GFP (tableau I1.4). De plus, le rapprochement des brins 6 et 7 positionne le groupement carbonyle
de Lys166 & une distance favorable pour former une liaison hydrogéne avec I’atome ODH de Asp148
(figure 11.9). Ces deux liaisons hydrogéne stabilisent la région entre les brins 6 et 7. On peut donc
conclure que la présence d’un cleft plus large dans la Cerulean que dans les autres GFP, n’est pas
la conséquence d’effets stériques diis & la taille du chromophore et & la mutation H148D. Si c’était

le cas, le rapprochement des brins ne serait pas observé dans la dynamique.

Dans l'ensemble de nos simulations, le rapprochement des brins 6 et 7 se produit dans les 100
premiéres picosecondes qui suivent le relachement des contraintes (lors de la mise a I’équilibre de
la protéine paragraphe B.2.6 page 173). Nous avons donc analysé plus en détail les trajectoires de
nos simulations pendant 'augmentation de la pression et de la température et nous avons testé
trois protocoles de mise & ’équilibre afin de voir si le rapprochement des brins 6 et 7 se manifeste
indépendamment du protocole utilisé. Les trois protocoles débutent tous par une augmentation de
la température du systéme au cours d’une simulation dans ’ensemble (N,V,T') avec des contraintes
harmoniques sur les atomes de la protéine. Cette simulation se déroule & basse pression (la densité
vaut environ 0.8). Les protocoles différent par l'instant ou les contraintes sont retirées. Cet instant

sera, défini par temps t=0 :

Protocole 1 A lissue de la simulation (N,V,T) avec contraintes, a basse pression, les contraintes
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sont supprimeées et la pression est augmentée jusqu’a 1 atm lors d’une simulation dans ’en-
semble (N,P,T) sans contraintes. Ce protocole est le protocole utilisé pour I’ensemble de nos

simulations et décrit au paragraphe B.2.6 page 173.

Protocole 2 A Vissue de la simulation (N,V,T) avec contraintes, a basse pression, les contraintes
sont supprimeées et on poursuit la simulation dans ’ensemble (N,V,T), & basse pression, pen-
dant 200 ps. Ensuite, on augmente la pression jusqu’a 1 atm en faisant une simulation dans

I'ensemble (N,P,T) sans contraintes.

Protocole 3 A Vissue de la simulation (N,V,T) avec contraintes, & basse pression, on fait une simu-
lation dans ’ensemble (N,P,T) avec les mémes contraintes, au cours de laquelle on augmente
la pression jusqu’a 1 atm. Les contraintes sont ensuite relaxées au cours d’une simulation dans

I'ensemble (N,P,T) sans contraintes.

Nous avons utilisé ces trois protocoles dans le cas de la simulation 1. La figure I1.11 présente les tra-
jectoires des distances entre 'atome d’oxygéne ODH de Aspl48 et 'atome d’oxygéne du carbonyle
de Lys166 d’une part, et la moyenne des trajectoires des deux longueurs des deux liaisons hydro-
géne entre Tyrl51 et Asnl64 dans la simulation 1 d’autre part, pour chacun des trois protocoles.
La variation de la densité du systéme est également représentée. Nous avons obtenu des courbes

similaires pour les autres simulations.

Le rapprochement des brins 6 et 7 et 'augmentation de la densité liée a la mise & I’équilibre de la
pression ont lieu simultanément lorsqu’on utilise le protocole 1. I’augmentation de la densité a lieu
apres le rapprochement des brins 6 et 7 lorsqu’on utilise le protocole 2 et avant le rapprochement des
brins 6 et 7 lorsqu’on utilise le protocole 3 (figure 11.11). Ces résultats montrent que le rapprochement
des brins 6 et 7 est indépendant du protocole utilisé et de ’augmentation de la densité dans la boite

de simulation. Il a lieu dés que 1’on relache les contraintes.

Ces observations sur la dynamique globale des feuillets de la Cerulean montrent que les différences
observées sur le réseau de liaisons hydrogéne dans le voisinage du chromophore, entre la structure
RX et nos simulations, sont la conséquence d'une déformation de la structure de la protéine et
pas uniquement du déplacement de la chaine latérale de Asp148. Dans la structure RX, la distance
entre ODH de Asp148 et 'atome d’oxygéne du carbonyle de Lys166 est trop importante pour qu’une
liaison hydrogéne puisse se former. Le rapprochement des brins 6 et 7 réduit cette distance et favorise
la formation de cette liaison au détriment de la liaison hydrogéne intra-acide aminé entre ODII et

I’atome d’oxygéne du carbonyle de Aspl48.

I1.2.4.3 Origine de la différence de positions des brins 6 et 7 entre les structures

expérimentale et théorique.

Les différences observées entre la structure RX et la structure moyenne obtenue & partir de nos
simulations peuvent avoir principalement trois origines : un défaut du champ de force utilisé, de
la dynamique moléculaire ou un effet d’empilement cristallin (la structure RX est obtenue a partir
d’une phase solide & 100 K, alors que les simulations de la protéine ont été faites en phase aqueuse a

300 K) . Pour tester les deux premiéres hypothéses, nous avons analysé les dynamiques du cleft de
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Figure II.11 — Trajectoires de la distance entre 'atome ODH de Asp148 et ’atome d’oxygéne du carbonyle
de Lys166 (en noir), de la moyenne des deux longueurs des liaisons hydrogénes entre Tyr151 et Asn164 (en
rouge) et de la densité de la boite de simulation (en violet). Le temps t=0 correspond au relachement des
contraintes et les barres verticales séparent les différents type de simulation.
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la GFP et de la ECFP (conformation A et B) au cours de simulations réalisées précédemment au
laboratoire avec le méme champ de force [69,78]. Les distances moyennes entre les paires d’acides
aminés listés dans le tableau I1.4 obtenues & partir des simulations de ces protéines sont proches
des distances mesurées dans la structure RX, la plus grande variation est de 0.7 A. Ces simulations
n’indiquent donc aucune déformation d’une ampleur de celle observée dans la Cerulean. Le champ
de force utilisé dans ces simulations reproduit donc bien I’équilibre entre les interactions attractives
et répulsives présentes entre les deux brins qui forment le cleft dans les structures RX de la GFP et
de la ECFP. 1l semble peu vraisemblable que le champ de force soit mis en défaut spécifiquement
dans le cas de la Cerulean alors qu’elle présente une structure tridimensionnelle similaire & celles de
la GFP et de la ECFP. Il semble donc peu probable que la différence entre la structure moyenne de
la Cerulean obtenue & partir des simulations et la structure RX provienne d’un défaut du champ de

force ou de la dynamique moléculaire.

En ce qui concerne I’hypothése de I'effet d’empilement cristallin, nous avons analysé les interactions
entre une protéine donnée du cristal (nommée par la suite protéine centrale) et ses plus proches
voisines dans la phase cristalline de la Cerulean, puis, pour comparaison, dans celle de la GFP. Dans
le cas de la GFP, la structure RX correspondant a l’entrée 1IEMA (18] de la Protein Data Bank a
été utilisée. Ce travail a nécessité de construire les répliques de la protéine centrale & partir de la

symétrie cristalline.

Les caractéristiques du cristal a partir desquelles la structure RX a été obtenue sont indiquées dans
le fichier de la Protein Data Bank. La plupart des GFPs cristallisent dans un réseau orthorhombique
caractérisé par une maille parallélépipédique (les trois angles «, 3 et v du cristal sont droits et les
trois arétes ont des longueurs différentes). Chaque aréte de la maille conventionnelle est colinéaire
a un des axes du cristal représentés par les vecteurs da, b et ¢ de normes a, b et ¢ (ici a#b#c).
Le groupe de symétrie du cristal est P212;2; 2. 1l est assez complexe de construire une maille et
un certain nombre de ses répliques & partir du groupe de symétrie auquel elle appartient. Il est
plus commode d’utiliser les positions de Wyckoff qui sont données pour chaque groupe de symétrie
dans les tables internationales et sont également précisées dans le fichier contenant la structure
RX. A chaque position de Wyckoff correspond une opération de symétrie (une rotation plus une
translation) permettant de construire une entité de la maille & partir des coordonnées d’une entité
de base. Pour le groupe de symétrie P212121, il y a 4 postions de Wyckoff. Les cristaux des GFP

présentent donc 4 entités par maille (ici une entité est une protéine). Voici les positions de Wyckoff

#Le nom d’un groupe de symétrie est constitué d’une lettre définissant le type de maille du cristal suivie des
opérations de symétrie du cristal. La lettre P signifie primitif. Le symbole 2; représente une opération de symétrie.
Il s’agit d’un axe de symétrie hélicoidal correspondant & une rotation d’un angle 7 suivie d’une translation d’une
unité selon un des vecteurs du réseau qui porte I’axe de symétrie. Dans le cas d'un groupe de symétrie d’un réseau
orthorhombique, la premiére opération de symétrie est associée aux axes @, bet & du réseau, la seconde est associée
a I’axe défini par le vecteur a + b+ Cet la troisiéme opération de symétrie est associée aux axes a + l_;, G+cetb+c
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du groupe P212:2; :

(O x ., Yy o, Zz
Oy: 12—z, —y ,1/2+4z
O3 : -z ,1/2+y,1/2—=2
Oy: 124x,1/2—y, —=z
L’opération 1 est I'identité et correspond en fait & la structure donnée dans le fichier de la Protein

Data Bank. L’opération 2 est une rotation suivie d’'une translation qui peuvent étre représentées

par des opérateurs madtriciels de la facon suivante :

-1 0 0 a/2
O | v = 0 -1 0 Y + 0
0 0 1 7Z c/2

Il g’agit en fait d’'une rotation d’un angle m autour de I’axe ¢ suivie d’une translation suivant ’axe
a + ¢. Les répliques de la protéine centrale sont obtenues en appliquant aux coordonnées de la
structure RX les quatre opérations de symétries données par les positions de Wyckoff. On obtient

ainsi les 4 entités par maille.

A chacune des répliques ainsi obtenues on applique en plus un ensemble de translations d’un vecteur
R du réseau défini par R=ha+kb+ I, ou h, k et [ sont des entiers relatifs. En ne conservant que
les protéines les plus proches de la protéine centrale, 12 structures sont retenues, ce qui correspond

& la coordinance d’une entité dans une structure compacte contenant 4 entités par maille.

A partir des structures de la protéine centrale et de ses 12 voisines nous avons cherché des paires
d’atomes, I'un appartenant & la protéine centrale et ’autre & une protéine voisine, dont la distance
est inférieure & 3.5 A ou 5 A suivant que la chaine latérale de I’acide aminé considéré est présente
ou absente dans la structure RX. La distance de 3.5 A a été choisie car elle correspond a la longueur
d’une liaison hydrogéne. Dans la Cerulean, les chaines latérales de 5 acides aminés ne sont pas
résolues : Glul32, Aspl33, Lysl156, GInl57 et Lys158. Cependant, la position de 'atome C( qui
suit I’'atome Ca dans la chaine latérale est résolue, l'orientation de la chaine latérale est donc connue
et nous avons choisi d’inclure ces acides aminés dans la recherche des contacts entre les protéines
en utilisant un rayon de coupure de 5 A.Pour la protéine centrale, nous avons limité la recherche
aux atomes des acides aminés de la position 140 & 176. Cette séquence contient les brins 6 et 7, une
longue boucle souple qui prolonge le brin 6 et qui traverse la protéine, ainsi que les coudes entre les
brins 6 et 7 et entre les brins 7 et 8. Plusieurs contacts sont observés et la liste des paires d’atomes

étant en contact est donnée dans le tableau II.5.

Les interactions les plus fortes sont celles entre les paires d’acides aminés chargés : Argl168-Glul32 et
Asp173-Lys126. Etant donné la position de Argl68 sur le brin 7, une forte attraction entre Argl68

et Glul32 peut probablement avoir pour conséquence de perturber le réseau de liaisons hydrogéne
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protéine centrale protéine voisine distances opération de symétrie

OE1 (Glul42) OD2 (Aspl97) 3.2 (—x—a, -y, z—c)
CZ (Argl68) CB (Glul32) @ 4.5 (x—a, —y—>b, —z)
OD2 (Aspl73)  NZ (Lys126) 2.7
0G (Serl75) N(Gly24) 3.3

“La chaine latérale de Glul32 n’est que partiellement résolue dans la structure RX

Tableau I1.5 — Contacts entre protéines dans le cristal de la Cerulean (structure RX code 2Q57)
entre des atomes de la protéine centrale (colonne 1) et des atomes d’une protéine voisine dans le
cristal (colonne 2) obtenue par l'opération de symétrie donnée en colonne 4. La distance entre les
atomes (colonne 3) est donnée en A. Les noms des atomes sont ceux indiqués dans la structure RX.

entre les brins 6 et 7 et accentuer 'ouverture entre ces brins (figure I11.12). La probabilité que les
autres contacts aient un effet sur I'ouverture entre les brins 6 et 7 est plus faible. Une interaction
forte existe entre les acides aminés chargés Aspl73 et Lys126, cependant Aspl73 est positionné
sur le coude entre les brins 7 et 8 et cette interaction n’aura qu'un effet indirect sur le cleft. Les
deux autres paires d’acides aminés, Ser175-Gly24 et Glul42-Asp197 impliquent des interactions plus
faibles, par lintermédiaire de liaisons hydrogeéne (d’aprés les calculs réalisés avec le serveur H-++,
Glul42 est sous sa forme acide, neutre a pH 5). De plus, Serl75 et Glul42 ne sont pas positionnés
directement sur les brins 6 et 7 et ils n’auront donc qu’un effet indirect sur l'ouverture entre ces
brins (figure 11.12).

a Glul42 Tu e Glul32
b Aspl73 [ f Gly24
c Serl75 A g Lysl26
d Argleg [

h Aspl97

...
X

Figure 11.12 — Vue des interactions entre des atomes d’une protéine centrale (en bleu) et deux
protéines voisines dans la région (en rouge) des brins 6 et 7 de la protéine centrale. La protéine
jaune est obtenue par 'opération de symétrie (—x —a, —y, z — ¢) et la protéine rose est obtenue
par l'opération de symétrie (z —a, —y — b, —z). Les acides aminés représentés sont ceux dont au
moins un atome est interaction avec un atome de la région rouge de la protéine centrale (tableau
I1.5).

76



I1.2 Dynamique moléculaire de la Cerulean

Revenons maintenant & l'interaction entre Argl68 et Glul32. La chaine latérale de Glul32 n’est
pas complétement résolue dans la structure RX. La difficulté pour résoudre la structure peut étre
lite au fait que cette partie de la protéine est flexible. Dans le cristal, la chaine latérale de Glul32
adopterait plusieurs conformations équiprobables ce qui rend les maxima de la densité électronique
difficiles a identifier. En raison de ces fluctuations, 'interaction entre Argl68 et Glul32 ne serait
donc pas permanente. Cependant, 'extrémité de Argl68 (le groupe NH;) et atome C3 de Glul32
(atome CB dans le tableau I1.5) sont orientés de telle sorte qu'une forte interaction entre les chaines
latérales de ces deux acides aminés est possible pour diverses conformations de Glul32. La structure
RX obtenue est donc une moyenne entre des structures dans lesquelles I'interaction entre Glul32 et
Argl68 existe et d’autres ou elle n’existe pas. Dans les configurations ou elle existe effectivement,
la proximité des chaines latérales de ces acides aminés conduirait & une interaction suffisante pour

rompre partiellement le réseau de liaisons hydrogéne entre les brins 6 et 7.

protéine centrale Molécule d’eauin- distance 1% protéine voisine distance 2°

termédiaire
OD2 (Aspl73) NZ (Lys126) 3.0
OG (Serl75) OD1 (Asn23) 3.1
O (Glyl74) Wat379 3.2 N (Asp129) 2.9
0G (Ser175) Wat335 3.1 0 (Gly127) 2.8
O (Asp21) 3.1
OD1 (Asp21) 2.5

“Distance entre un atome de la protéine centrale et une molécule d’eau intermédiaire.
*Distance entre un atome d’une protéine voisine et une molécule d’eau intermédiaire ou la protéine centrale.

Tableau I1.6 — Plus courtes distances dans le cristal de la GFP, en A, entre des atomes de la
protéine centrale (colonne 1) et des atomes d’une protéine voisine dans le cristal (colonne 4) par
Pintermédiaire de molécules d’eau cristallographiques (colonne 2). La protéine voisine est obtenue
par lopération de symeétrie (z, —y +b, —z + ¢). Les noms des atomes sont ceux indiqués dans la
structure RX de la GFP, entrée 1IEMA de la Protein Data Bank.

Pour comparaison, nous avons effectué une analyse identique sur la structure de la GFP (entrée
1EMA de la Protein Data Bank) qui cristallise dans le méme réseau que la Cerulean. Les résultats
obtenus sont regroupés dans le tableau 11.6. Plusieurs différences sont & noter entre les résultats
obtenus pour la Cerulean et ceux obtenus pour la GFP. Tout d’abord, une seule protéine voisine,
obtenue par l'opération de symétrie (z, —y +b, —z + ¢), présente des contacts avec la protéine
centrale dans la région autour des brins 6 et 7 (acides aminés de la position 140 & 176, zone rouge
de la figure I1.13). D’autre part, seulement deux interactions directes entre les atomes de la protéine
centrale et les atomes d’une protéine voisine existent (Aspl173-Lys126 et Ser175-Asn23). Les autres
interactions impliquent une molécule d’eau intermédiaire. Enfin, aucune des interactions citées dans
le tableau I1.6 ne fait intervenir des acides aminés appartenant aux brins 6 et 7. Les acides aminés
de la protéine centrale mis en jeu (Aspl73, Glyl74 et Serl75) se situent sur le coude entre les

brins 7 et 8. Il est donc peu probable que ces interactions, plus faibles que dans la Cerulean et non
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positionnées directement sur les brins 6 et 7 aient une influence sur I’'ouverture entre ces brins. Ceci

est cohérent avec 'ouverture moindre observée expérimentalement dans la structure RX de la GFP.

Il semble donc que, dans le cas de la Cerulean, 'empilement cristallin conduise & des interactions dans
la région du cleft qui contribuent & 'ouvrir le cleft en phase solide. Ces interactions disparaissent
en phase aqueuse et le cleft se referme en partie. Dans le cas de la GFP de telles interactions ne
sont pas présentes dans le cristal et aucune modification du cleft n’est observée lorsque I'on passe
en phase aqueuse. Nous en déduisons qu’il est trés probable que la différence entre la structure
RX de la Cerulean et la structure moyenne que nous obtenons par simulation, est due a un effet

d’empilement dans le cristal.

f N d Lys126

G4 e Asp21
‘» ) ¢ f Glyl27
z’ A g Aspl29
e\ h Asn23 ¢
W\ "
\ ,’[w ; :

‘ )
&

a Aspl73 ‘ (&
b Gly174 N
¢ Serl75 \ p

Figure II.13 — Vue des interactions inter-protéines dans le cristal de la GFP(structure RX code 1IEMA).
La protéine centrale est a gauche, la protéine de droite est obtenue par I'opération de symétrie (x , —y +
b, —z+c). La région représentée en rouge représente les acides aminés de la protéine centrale inclus dans la
recherche des contacts avec les protéines voisines. Les acides aminés représentés sont ceux dont au moins un
atome est interaction avec un atome de la région rouge de la protéine centrale (tableau I1.5), soit directement,
soit par l'intermédiaire d’une molécule d’eau.

78



I1.2 Dynamique moléculaire de la Cerulean

I1.2.5 Structure et dynamique a pH 8

Nous avons fait deux simulations de la Cerulean & pH 8, en utilisant la distribution de protons décrite
au paragraphe I1.2.1.3. Dans ['une des simulations le chromophore est en conformation cis(pH8-cis)
et dans l'autre il est en conformation trans (pH8-trans). Les deux conformations du chromophore
sont montrées dans la figure 1.6 page 20. Dans ces simulations, Asp148 est sous sa forme basique, il
porte donc une charge négative. Nous analysons ici la position de la chaine latérale de Aspl48 et le
réseau de liaisons hydrogéne au voisinage de cet acide aminé et du chromophore pour chacune de

ces conformations.

11.2.5.1 Simulation 4 pH 8 avec le chromophore en conformation cis

Pour cette simulation, nous avons pris comme coordonnées initiales celles de la structure RX a pH
5. La stabilité de la structure du squelette protéique a été vérifiée. Les valeurs des RMSd des atomes
sont similaires a celles obtenues pour les simulations a pH 5. Le résultat principal de la simulation
a pH 8 est que Aspl48, qui est maintenant chargé négativement, oriente sa chaine latérale vers
Iextérieur de la protéine, dans le solvant, et ne forme plus de liaison hydrogéne avec 'indole du
chromophore. La dynamique globale de la protéine est similaire & celle décrite au paragraphe 11.2.4,

notamment en ce qui concerne le rapprochement des brins 6 et 7.

Z 1 distance 9—OD2 m‘ ‘
S e e

1 l 1 l 1 l 1 l 1 l 1 l 1 l 1 l 1 l 1
0 05 10 15 20 25 3.0 35 40 45 5(
temps / ns

Figure 11.14 — Trajectoires de la distance entre les atomes d’oxygéne du groupe COO~ de Aspl48
et 'atome N9 du chromophore de la Cerulean sur ’ensemble de la simulation & pH 8 avec le
chromophore en conformation cis .La simulation de la protéine sans contrainte commence 4 t=0.1 ns.

La figure 11.14 présente les trajectoires des distances entres les deux atomes d’oxygeéne (OD1 et
OD2 du groupement COO ) de Aspl48 et l'atome d’azote N9 de l'indole du chromophore sur
I’ensemble de la simulation. Les 100 premiéres picosecondes correspondent & la mise a 1’équilibre
de la température. Le mouvement de la chaine latérale de Aspl48 se déroule en deux étapes. Tout

d’abord, lorsque les contraintes sur la protéine sont retirées (4 t=0.1 ns) la distance entre I’atome
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N9 et I'atome OD1 augmente et se stabilise autour de 5 A, alors que la distance entre atome N9
et I'atome OD2 reste stable aux alentours de 2.9 A. Comme dans les simulations a pH 5, on atteint
cette géométrie par une combinaison des torsions « et 0 (figure I1.6 page 63). Une liaison hydrogéne
existe entre 'atome OD2 et 'atome N9 entre t=0.1 ns et t=1.2 ns. Les distances sont similaires
4 celles obtenues dans les simulations 1 & 3, & pH 5 pour les distances entre 'atome N9 et les
atomes OD et ODH ?, (tableau 11.3 page 65). La position de la chaine latérale de Aspl48 est alors
similaire a la conformation d’équilibre adoptée dans les simulations 1 & 3. Aprés une nanoseconde,
le groupe COO~ de Aspl48 se déplace & l'extérieur de la protéine et stabilise sa charge négative
par de multiples liaisons hydrogéne avec des molécules de solvant. Les deux distances entre N9 et
les atomes OD1 et OD2 augmentent brusquement et se stabilisent respectivement autour de 6.5 A

et 7.1 A. Cette situation est stable durant les 3 nanosecondes suivantes.

Ié] Q 0
référence [37] / 166 -53
pH5-cis 0(11) 3(22) -54(11)
pHS8-cis / 75 (8)  -144 (22)
pHS8-trans / 101 (6)  -66 (9)

Tableau 11.7 — Valeur moyenne et déviation standard (entre parenthése) des torsions (en degrés)
qui permettent de caractériser les conformations de la chaine latérale de Aspl48 obtenues pour
les simulation pH5-cis (simulation 1), pH8-cis (sur les trois derniéres nanosecondes) et pH8-trans.
Les noms des atomes et les torsions sont définis sur la figure 11.6 page 63. Les données de la ligne
référence sont extraites de la structure RX de la Cerulean.

Les valeurs des coordonnées internes permettant de caractériser les conformations de Aspl48 sont
rassemblées dans le tableau I1.7. Les valeurs de 6 sont positives et sont en accord avec la position

du groupe COO™ & l'extérieur de la protéine.

La figure I1.15 présente le réseau de liaisons hydrogéne analysé sur les 3 derniéres nanosecondes de
la simulation avec les critéres donnés au paragraphe B.2.5 page 173. La fonction carboxylate COO™
de Aspl48 forme des liaisons hydrogéne avec le groupement NH du squelette protéique des acides
aminés Asnl49 et Lysl66 et avec des molécules du solvant. L’indole du chromophore ne trouve alors
aucun partenaire pour former une liaison hydrogéne. En ce qui concerne le cycle imidazolinone, le

réseau de liaisons hydrogéne est semblable & celui déja observé a pH 5 (figure I1.9 page 68).

Le nombre de liaisons hydrogeéne que forme le groupe COO ™~ de Aspl48 (figure I1.15) est supérieur
au nombre maximal attendu. En effet, dans le cas d’un groupe COO ", le nombre total de doublets
non liant est de 5 et on s’attend donc & ce que ce groupe forme au maximum 5 liaisons hydrogéne.
Or la somme des pourcentages de liaisons hydrogéne obtenue au cours de la simulation, et qui
impliquent Asp148, est de 559%. Le groupe COO ™~ formerait donc en permanence plus de 5 liaisons

hydrogéne. C’est en fait un artefact qui provient du critére géométrique utilisé pour tester 'existence

#En considérant que l'atome d’oxygéne qui porte le proton dans la structure RX est celui proche du carbonyle du
squelette protéique de Aspl48, 'atome OD1 peut étre identifié & OD et ’atome OD2 & ODH.
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LYS166

GLU22,

Figure I1.15 — Réseau de liaisons hydrogéne dans ’environnement du chromophore obtenu & partir
de la simulation & pH 8 avec le chromophore en conformation cis. Les fléches indiquent la présence
d’une liaison hydrogéne et sont orientées du donneur vers l'accepteur d’hydrogéne. Les nombres
associés & chaque liaison hydrogéne indiquent, en pourcentage, le temps pendant lequel la liaison
hydrogéne existe. Les critéres utilisés pour déterminer ’existence d’une liaison hydrogéne sont de
3.2 A pour la distance et 40° pour I’angle.

d’une liaison hydrogéne. Cependant, bien que surestimés, ces pourcentages d’existence des liaisons
hydrogéne indiquent que tout au long de la simulation le groupe COO™ forment plusieurs liaisons

hydrogéne avec des molécules d’eau du solvant.

L’orientation du groupement COQO~ entre les brins 6 et 7 et vers le solvant est donc stabilisée
par un réseau de liaison hydrogéne plus dense que lorsqu’il est vers l'intérieur et interagit avec
la fonction NH de l'indole. Afin de préciser cette préférence conformationnelle & pH 8 nous avons
calculé la variation d’énergie libre partielle le long de la torsion 6 (défini sur la figure 11.6 page 63)

par Umbrella Sampling, (paragraphe 1.4 page 35).

Le profil d’énergie libre obtenu est présenté sur la figure 11.16. Les configurations pour lesquelles
les valeurs de I'angle 6 sont négatives sont caractéristiques d’une position de la chaine latérale de
Aspl148 a lintérieur de la protéine et les valeurs de 'angle 0 positives sont caractéristiques d’une

position de la chaine latérale & I’extérieur de la protéine.

D’aprés le profil d’énergie libre, il existe deux conformations d’équilibre de la chaine latérale, 'une &
Iintérieur de la protéine pour 6 voisin de -50°, l'autre a 'extérieur pour 6 voisin de 70°. La confor-
mation placant la chaine latérale de Aspl48 a l'extérieur est plus stable d’environ 8 kcal-mol !,
probablement en raison d’un facteur entropique plus favorable et de la formation de nombreuses

liaisons hydrogéne avec le solvant. Pour atteindre cette conformation & partir de la géométrie ini-
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Figure I1.16 — Profil d’énergie libre en fonction de la torsion 8 autour de la liaison CA-CB de Asp148
a pH 8 (angle diedre C-CA-CB-CG.

tiale, une faible barriére d’environ 2 keal - mol ~! doit étre franchie. Elle est probablement due au fait
qu’il est nécessaire de rompre la liaison hydrogéne entre Aspl48 et le groupe NH du chromophore.
L’existence de cette barriére est cohérente avec le fait que le changement de conformation s’opére a

I’échelle de temps d’une nanoseconde.

Ces résultats complétent ceux donnés par le réseau de liaisons hydrogéne obtenu & pH 8 pour
confirmer que lorsque le pH augmente de pH 5 & pH 8 la chaine latérale de Aspl48 sort de la
protéine et s’oriente vers le solvant. Le chromophore en conformation cis est alors isolé au sein de la
cavité protéique, et sa partie indole n’est liée par aucune liaison hydrogéne avec des acides aminés

proches.

11.2.5.2 Simulation & pH 8 avec le chromophore en conformation trans

Pour cette simulation, les coordonnées initiales sont obtenues & partir d’une configuration de la
simulation & pHS8-cis, dans laquelle nous avons fait tourner le chromophore pour le placer en confor-
mation trans (paragraphe I1.2.2 page 59). La structure de la protéine est stable tout le long de la

simulation. La figure I1.17 présente ’évolution dans le temps du RMSd.

Les valeurs du RMSd de ’ensemble des Ca des acides aminés formant un feuillet 5 ou une hélice
a fluctuent entre 0.8 et 1.0 A, et les valeurs du RMSd de U'ensemble des Cor fluctuent entre 1.2 et

1.4 A. Ces ordres de grandeurs sont similaires a ceux observés figure I1.7 pour la simulation a pH 5.

Comime dans la simulation pH8-cis, la valeur moyenne de 6 au cours de la simulation pH8-#rans est
positive et caractéristique de la position de la chaine latérale de Aspl48 a ’extérieur de la protéine
(tableau 11.7). Le réseau de liaisons hydrogéne obtenu & partir de cette simulation est présenté sur
la figure I1.18.
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Figure I1.17 — Déplacement carré moyen, en fonction du temps, des C,, des acides aminés qui forment
une structure secondaire de type hélice a ou feuillet § (en noir), de l'ensemble des C,, (en rouge) et
de I'ensemble des atomes de la protéine (en orange) dans la simulation pH8-trans.

Le groupement COO ™~ de Aspl48 forme des liaisons hydrogénes avec Asnl49 et des molécules du
solvant (comme dans la simulation pH8-cis) et avec Argl68 (au lieu de Lys166 dans la simulation
pHS8-cis). Argl68 est situé sur le brin 7 et sa chaine latérale se replie le long des brins 6 et 7.
Cette position de la chaine latérale de Argl68 avait déja été observée dans le cas de la GFP [24].
Le réseau de liaisons hydrogene concernant I'indole du chromophore correspond & une situation
intermédiaire entre les deux réseaux de liaisons hydrogéne obtenus pour les conformations A et
B de la ECFP [69]. Le cycle indole du chromophore est en liaison hydrogéne soit avec le groupe
COO ™ de Glu222 (comme dans la ECFP conformation B), soit avec Ser205 (comme dans la ECFP
conformation A). Le reste du réseau de liaisons hydrogéne est similaire & ceux obtenus pour les

autres simulations (figure 11.9 page 68 et 11.15 page 81) et plus généralement pour les protéines de
la famille de la GFP.

Contrairement a la situation observée dans la simulation a pH 8 avec le chromophore en confor-
mation ¢is, 'indole du chromophore forme des liaisons hydrogéne lorsque le chromophore est en
conformation trans. Du point de vue du chromophore, & pH 8, lorsque Aspl48 est sous sa forme
basique et & D'extérieur de la protéine, la conformation trans semble donc énergétiquement plus

favorable.

La structure de la Cerulean est inconnue expérimentalement & pH 8. Cependant, la structure RX des
deux conformations de la ECFP a été obtenue a pH 8 et présente le chromophore en conformation
trans [67]. Nous avons comparé la structure de la Cerulean issue de notre simulation pH8-trans avec
celle de la ECFP qui existe sous deux conformations : A et B (figure 1.1 page 51). Dans la ECFP
I’acide aminé en position 148 est une histidine qui change d’orientation suivant la conformation A
ou B de la protéine. La superposition des structures montre que la structure issue de nos simulations

a pH 8 est plus proche de la structure de la conformation B que de celle de la conformation A (figure

83



Chapitre II : Relation entre pH, structure et spectre d’absorption de la Cerulean
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Figure I1.18 — Réseau de liaisons hydrogéne dans I’environnement du chromophore obtenu & partir de
la simulation & pH 8 avec le chromophore en conformation {rans. Les fléches indiquent la présence
d’une liaison hydrogéne et sont orientées du donneur vers l'accepteur d’hydrogéne. Les nombres
associés a chaque liaison hydrogéne indiquent, en pourcentage, le temps pendant lequel la liaison
hydrogéne existe. Les critéres utilisés pour déterminer 'existence d’une liaison hydrogéne sont de
3.2 A pour la distance et 40° pour angle.

I1.19). Notamment, le brin qui porte l'acide aminé 148 a une structure proche dans nos simulations
et dans la conformation B de la ECFP. De plus lorientation de la chaine latérale de Aspl148 dans
nos simulations est similaire & celle de His148 dans la conformation B de la ECFP. Une telle position

avait été supposée par Malo et al [37].

Les résultats des simulations & pH 8, le calcul des profils d’énergie libre partielle en fonction de
la torsion 6, ainsi que la comparaison de la structure de la Cerulean dans ces simulations avec
celle de la ECFP, semblent indiquer que la structure de la Cerulean & pH 8 est proche de celle
de la conformation B de la ECFP, avec la chaine latérale de Aspl48 orientée vers l'extérieur de la
protéine et le chromophore en conformation trans. Cependant, pour confirmer ces hypothéses, il est
nécessaire de vérifier si cette structure conduit au décalage du spectre d’absorption de 11-15 nm

vers le rouge qui a été observé expérimentalement quand on passe de pH5 a HS.

II.3 Spectre d’absorption en fonction du pH

Le décalage du spectre d’absorption sous I’effet d’un changement de pH peut avoir deux origines [37] :

la modification de ’environnement du chromophore da & la variation du pH (changement de I’état
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Figure I1.19 — Superposition des structures de la Cerulean au cours de la simulation pHS8-trans et
de la structure RX de la ECFP dans sa conformation A, ou dans sa conformation B. Le brin 6 qui
porte His148 dans la ECFP et Aspl148 dans la Cerulean est mis en évidence. Il est représenté en
vert dans la Cerulean et en rose dans la ECFP. Les acides aminés Asp148 et His148 sont représentés
respectivement en vert et en rose.

de protonation et éventuellement de la conformation des acides aminés voisins) ou/et Iisomérisation

du chromophore.

Le but de cette partie est d’évaluer la contribution de ces deux effets séparément, d’évaluer les
incertitudes provenant de la méthode de calcul et d’analyser la nature des transitions électroniques

dans les deux conformations du chromophore.

Cependant, ’effet électrostatique lié & la modification de la distribution des protons dans la protéine
sous ’effet du changement de pH est pris en compte approximativement dans nos simulations. En
effet, pour modéliser le pH dans nos simulations nous avons choisi un micro-état de protonation en
supposant qu’il est représentatif du pH considéré. Ceci est une approximation importante compte
tenu du fait qu’un nombre important de micro-états de protonation peuvent étre quasi équiprobables
4 un pH donné. Une méthode sera proposée pour compter le nombre de micro-états nécessaires pour
représenter un pH et pour calculer Veffet de ces micro-états de protonation sur le spectre d’absorption

de la Cerulean.

I1.3.1 Calcul d’un spectre d’absorption par simulation moléculaire

Les simulations de dynamique moléculaire utilisent la mécanique classique. Elles ne donnent donc
pas d’information sur les énergies de transition électronique du chromophore. Ce paragraphe présente

la méthode utilisée pour calculer le spectre d’absorption [69,79,80].

11.3.1.1 Choix d’un systéme quantique

Pour calculer le spectre d’absorption de la Cerulean, des calculs quantiques des longueurs d’onde
d’absorption sont nécessaires. Ils nécessitent d’utiliser une molécule modéle dont les propriétés pho-

tophysiques soient aussi proches que possible de celles du chromophore tel qu’il est dans la protéine.
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Chapitre II : Relation entre pH, structure et spectre d’absorption de la Cerulean

Dans notre cas, le choix de ce modéle de chromophore n’est pas trivial car le chromophore de la
Cerulean est relié de maniére covalente & la protéine. Il faut donc définir les liaisons qui déterminent
les bords du chromophore. Lors d'une étude antérieure, plusieurs modéles de chromophore ont été
testés afin de décrire au mieux les énergies de transition électronique du chromophore, en limitant
le nombre d’atomes pour conserver des temps de calcul acceptables [69]. Ces modeéles contiennent
tous les cycles indole et imidazolinone du chromophore et différent par la liaison, dans les parties
issues de Thr65 et Gly67, a partir de laquelle s’arréte le chromophore. Il résulte de cette étude que
le modéle présenté a la figure 1.6 page 20, qui est le méme que celui utilisé pour construire le champ
de force, présente le meilleur compromis entre la taille du systéme et la précision des énergies de
transition obtenues. Ce modéle pourra donc étre utilisé pour calculer les transitions électroniques

du chromophore.

11.3.1.2 Calcul d’un spectre d’absorption dans la protéine

Un spectre d’absorption donne la probabilité qu'une molécule absorbe un photon en fonction de sa
longueur d’onde. Cette probabilité peut étre calculée par la mécanique quantique, elle est propor-
tionnelle au module du moment de transition au carré (équation I.1 page 11). En supposant que la
transition électronique est trés rapide devant le mouvement des noyaux, le moment de transition se
sépare en deux termes : un terme purement électronique, appelé moment de transition électronique,
et le facteur de Franck-Condon qui correspond au recouvrement entre la fonction d’onde vibration-
nelle de I’état électronique fondamental et les fonctions d’onde vibrationnelles de ’état électronique
excité. Pour calculer un spectre d’absorption, on doit donc évaluer ces deux termes afin de calculer

une probabilité d’absorption.

En simulation de dynamique moléculaire, on suppose que le mouvement des noyaux est classique.
On ne dispose donc pas des fonctions d’onde vibrationnelles ni de ’état fondamental (dans lequel
est faite la dynamique) ni de I'état excité et les facteurs de Franck-Condon ne sont donc pas cal-
culables. On suppose alors que le spectre d’absorption est la somme des probabilités de transitions
électroniques calculées sur I’ ensemble des configurations du systéme, multipliée par la densité de
probabilité de ces configurations. Pour chacune des configurations, on peut calculer les énergies de
transition électronique vers les premiers états électroniques excités. On obtient ainsi les longueurs
d’onde d’absorption pour chaque configuration du systéme. La probabilité que le systéme absorbe
un photon & la longueur d’onde A, est alors donnée par la probabilité d’obtenir une configuration
dans laquelle la longueur d’onde d’absorption est égale a A, multipliée par la probabilité d’absorp-
tion électronique. Cette derniére est en fait proportionnelle au module du moment de transition

électronique au carré qui peut étre évalué a partir de la force d’oscillateur de la transition.

Pour calculer le spectre d’absorption nous procéderons donc de la fagon suivante. Par une dynamique
moléculaire on obtient un échantillon de configurations représentatif de la région Franck-Condon.
Pour chacune de ces configurations, par la méthode TDDFT on calcule I’énergie de transition vers
les premiers états excité du systéme et les forces d’oscillateur associées & ces transitions. Le spectre

d’absorption est ensuite obtenu en construisant I’histogramme des longueurs d’ondes associées aux
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énergies de transitions pondérées par les forces d’oscillateurs.

NCO”f Netat
SN = >0 feid(A—A) (IL.2)
e=1 i=1
Afin de lisser le spectre d’absorption obtenu, on peut utiliser des fonctions gaussiennes a la place

de fonctions de Dirac. Le spectre est alors obtenu par la relation

NCO"f Netat o 2
SOV = 3> fusean (-5 50 (113)

c=1 1i=1

ou o est la largeur des gaussiennes, que nous avons prise égale & 3 nm. Cette largeur représente la

largeur naturelle d’une raie d’absorption.

Le nombre N.u,y de configurations utilisées pour calculer le spectre d’absorption est discuté en
détail au paragraphe 11.3.3.1. Le nombre N d’états électroniques excités a prendre en compte
correspond aux nombres de transitions électroniques dont les longueurs d’onde sont dans un méme

intervalle de valeurs. Dans notre cas, le calcul des quatre premiers états excités s’est révélé suffisant.

Afin de prendre en compte l'effet de la protéine le calcul des énergies de transition du chromophore
a été fait dans le champ des charges ponctuelles des atomes de la protéine (et de la boite d’eau).
Les valeurs des charges sont celles du champ de force AMBER et leurs positions sont celles dans la

configuration concernée.

Cette méthode de calcul du spectre d’absorption présente plusieurs limites. D’une part, du fait que
I'on suppose que le mouvement des noyaux des atomes est classique, on ne peut pas calculer les
facteurs de Franck-Condon et on n’aura donc pas accés & la structure vibrationnelle du spectre
d’absorption. D’autre part, cette méthode est limitée par le choix d’un modéle restreint pour le

chromophore dans les calculs quantiques.

I1.3.2 Spectres d’absorption de la Cerulean

Nous avons calculé le spectre d’absorption de la Cerulean dans les trois situations étudiées jusqu’a
présent, pH5-cis, pH&-cis et pHS8-trans. Les spectres associés aux trois situations ont été calculés
avec la méthode décrite au paragraphe 11.3.1 en utilisant environ 800 configurations dans chaque

cas. Les trois spectres ainsi obtenus sont présentés figure 11.20.

Le principal résultat concerne la variation de la position A4 du maximum du spectre. Quand le
pH est abaissé de pH 8 & pH 5 et que seule la distribution des protons dans la protéine est modifiée,
le chromophore étant en conformation cis aux deux pH, la valeur de A4 se décale de 4 nm vers
le rouge. Par contre, lorsque le pH est abaissé de pH 8 & pH 5 et que le chromophore passe de la
conformation trans a la conformation cis, la valeur de A4, se décale de 15 nm vers le bleu ce qui

est en bon accord avec le décalage expérimental (décalage de 11-15 nm vers le bleu, figure I1.20).

On peut conclure de ces résultats que le changement de I’environnement électrostatique du chro-

mophore ne permet pas a lui seul d’expliquer le décalage de 11-15 nm vers le bleu observé expéri-
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Figure 11.20 — Spectres d’absorption de la Cerulean, & pH 5 avec le chromophore en conformation
cis, pH5-cis (noir), & pH 8 avec le chromophore en conformation cis, pH8-cis (pointillés rouges) et
a pH 8 avec le chromophore en conformation trans, pH8-trans (trait plein rouge).

mentalement (figure I1.2 page 53) et que le décalage expérimental est trés probablement un signe

de I’isomérisation du chromophore en réponse au changement du pH.

Cependant plusieurs points sont & discuter. Tout d’abord les spectres d’absorption expérimentaux
de la Cerulean (tout comme ceux de la ECFP) présentent un double maximum [35, 36, 37| qui
n’est pas reproduit par nos calculs. Cet double maximum est généralement attribué a une structure

vibrationnelle du spectre d’absorption, que nos calculs ne peuvent pas reproduire.

D’autre part, il y a un décalage important entre les spectres calculés et observés : la valeur de A4z
sur le spectre obtenu par nos calculs & pH 5 avec le chromophore en conformation cis vaut 382 nm
alors qu’elle vaut 424 nm expérimentalement (figure 11.2 page 53). Un décalage similaire a déja
été constaté plusieurs fois dans d’autres études employant la méthode TDDFT pour calculer des
spectres d’absorption [80,69] et son ordre de grandeur est de nature a mettre en doute la conclusion
annoncée sur 'origine du décalage 1ié & ’abaissement du pH. C’est pourquoi nous avons entrepris

une étude plus systématique de 'incertitude provenant de la méthode de calcul utilisée.

I1.3.3 Facteurs influencant la forme et la position du spectre d’absorption théo-
rique

Nous étudions ici comment le choix de la fonctionnelle de la densité et du nombre de configurations
utilisées pour calculer le spectre d’absorption influe sur sa position et sur son décalage en fonction
du pH.
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11.3.3.1 Effet de la taille de I’échantillon

Afin de réduire I'incertitude sur le spectre d’absorption calculé, liée au nombre de configurations uti-
lisées pour construire ce spectre, on peut simplement envisager d’augmenter la taille de ’échantillon
de configurations utilisées. Cependant la taille de ’échantillon est forcément limitée & un certain
niveau par le temps de calcul nécessaire et en ’absence d'une évaluation spécifique de I'incertitude,
méme le calcul le plus long possible ne garantit pas que le résultat soit significatif. Le point crucial
est donc d’évaluer 'incertitude du mieux possible ce que nous allons faire ici en utilisant la méthode

du bootstrap (paragraphe 1.6 page 45).

Dans un premier temps la méthode du bootstrap a été appliquée sur I’échantillon des configurations
extraites de la simulation & pH 5 avec le chromophore en conformation cis (860 configurations), afin
de tester les paramétres employés. Nous avons donc un échantillon primitif de 860 configurations et
les longueurs d’onde associées (ainsi que les forces d’oscillateur). Puis nous avons ré-échantillonné
cet ensemble de géométries par la méthode du bootstrap ce qui donne N, nouveaux échantillons (ou
échantillon de bootstrap) de 860 configurations chacun. Nous avons calculé les spectres correspondant
& ces N, échantillons, les valeurs de A4, de chaque spectre, ainsi que la valeur moyenne et les

fluctuations des N, valeurs de A\qz-

La figure I1.21 a), présente I’évolution de la valeur moyenne et des fluctuations des longueurs d’onde
Amaz €n fonction de N,. La convergence est atteinte rapidement pour la valeur moyenne : elle
se stabilise & 10% prés a partir d’environ N = 250 échantillons. L’écart type nécessite un plus
grand nombre d’échantillons et se stabilise & 10% prés a partir de N, = 1000. L’utilisation de 2000
échantillons semble donc tout & fait suffisante pour que la valeur moyenne et 1’écart type de Az,

aient convergé et qu'une incertitude puisse étre calculée.
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Figure I1.21 — a) Variation en fonction du nombre N, d’échantillons choisis au hasard par la méthode

du bootstrap, de la valeur moyenne (en noir, échelle & gauche) et de ’écart type (en rouge, échelle

a droite) des valeurs de Ajq. calculés sur les N échantillons. b) Spectre d’absorption moyen (en

noir) et fluctuations du spectre d’absorption (en marron).

89



Chapitre II : Relation entre pH, structure et spectre d’absorption de la Cerulean

La figure I1.21 b) présente le spectre moyen obtenu & partir des N, = 2000 échantillons et les
fluctuations autour de ce spectre moyen. Ces fluctuations représentent l'incertitude statistique due

au nombre limité de configurations utilisées dans I’échantillon primitif (soit 860 géométries).

En ce qui concerne 'incertitude sur Apgq, notée u(Amaz), elle est calculée par 'équation 1.31 qui

s’écrit ici

2
13
u()\max) — \/(A%]aegce Te— < >\max >boot5t7“ap) + 02

)\maz

ol < Aaz >bootstrap €t Oz, sont la moyenne et I'écart type de Ay,q, obtenus a partir des spectres
calculés par le ré-échantillonnage du bootstrap et Af,{’j?"e est la valeur de \,,4; extraite du spectre
de base construit sur ’échantillon primitif. En utilisant les résultats obtenus par la méthode du
bootstrap avec Ny = 2000 (valeur pour laquelle on a vu que la moyenne et ’écart type Apqe ont
convergé) on obtient u(Amaz) = 1.5 nm. Cette incertitude porte sur la qualité de ’échantillon
utilisé pour calculer le spectre. Son ordre de grandeur est cohérent avec les fluctuations du spectre

d’absorption observé sur la figure 11.21 b).

Il est intéressant de voir comment cette incertitude varie en fonction de la taille de I’échantillon pri-
mitif afin de pouvoir fixer une limite inférieure a la taille de cet échantillon. Pour préciser la taille mi-
nimale de I’échantillon primitif nous avons calculé 'incertitude u(Ayqz) sur une série d’échantillons
primitif de taille Ngy}, croissante. Les échantillons de cette série ont été obtenus en sélectionnant
Ngup configurations réparties uniformément et au hasard parmi les 860 géométries de I’échantillon

primitif. La figure I1.22 présente la convergence de 'incertitude w(Apaz, Ngup) en fonction de Ngyp.

6 T T T T T T T T T T T T T T T T T

w
I
|

u O\max’ Nsut) /" nm
N
I
|

1, —

1 l 1 l 1 l 1 l 1 l 1 l 1 l 1 l 1
O0 100 200 300 400500 600 700 800 9C
Nsub= nombre d’éléments dans le sous échantillon

Figure 11.22 — Variation de l'incertitude sur Apqe en fonction du nombre Ngy, d’éléments dans
I’échantillon primitif.

L’incertitude sur Amq, converge rapidement en fonction de Ngup,. Un ensemble contenant 200 confi-
gurations semble en fait suffisant pour obtenir une valeur acceptable du maximum d’absorption

avec une incertitude statistique inférieure a 2 nm. Le fait que l'incertitude statistique converge vers
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une valeur non nulle est probablement lié & la durée de la simulation (5 ns ici). En effet, pour
que l'incertitude statistique soit nulle il faudrait que le nombre de configurations soit infini mais
également que ces configurations aient été extraites d’une simulation d’une durée infinie. Dans ce
cas la position de \,,q, serait indépendante des conditions initiales et 'incertitude statistique serait
nulle. Il resterait cependant & évaluer 'effet des incertitudes sur le champ de force et la dynamique

moléculaire utilisés pour calculer le spectre d’absorption et A4z

L’incertitude expérimentale sur A, est de 'ordre du nanomeétre. Il est donc inutile de chercher a
obtenir une incertitude statistique inférieure 4 celle obtenue ici. L’échantillon de configurations que
nous avons utilisé pour calculer les spectres d’absorption présentés au paragraphe 11.3.2 (utilisant

environ 800 configurations) et extrait de simulations d’une durée de 5 ns, est donc satisfaisant.

11.3.3.2 Effet de la fonctionnelle sur le calcul du spectre d’absorption

Nous allons maintenant utiliser la méthode du bootstrap pour obtenir une mesure de 'incertitude
due & la fonctionnelle de la densité. Pour cela, nous avons choisi un ensemble de 8 fonctionnelles

parmi les plus utilisées et recouvrant les principaux types existants :

e approximation LDA (Local Density Approzimation) : SVWN (Fonctionnelle d’échange de
Slater [81] et fonctionnelle de corrélation de Vosko, Wilk et Nusair [82]).

e approximation GGA (Generalised Gradient Approzimation) : PBE (Fonctionnelle d’échange
et de corrélation de Perdew, Burke et Ernzerhof [83]), BLYP (fonctionnelle d’échange de
Becke [84] et fonctionnelle de corrélation de Lee, Yang et Parr [85]) et BP86 (fonctionnelle
d’échange de Becke [84] et fonctionnelle de corrélation de Perdew 1986 [86]).

e approximation meta-GGA (un terme dépendant du laplacien de la densité est ajouté a la
fonctionnelle) : TPSS (fonctionnelle d’échange et corrélation de Tao, Perdew, Staroverov et
Scuseria [87]).

e fonctionnelles hybrides (contenant une partie d’échange Hartree-Fock) : B3LYP [88] (construite
a partir de BLYP), TPSSh [89] (construite a partir de TPSS) et PBEO [90] (construite & partir
de PBE).

La figure I11.23 présente les spectres calculés avec chaque fonctionnelle de la liste précédente sur un
échantillon contenant 200 configurations réparties de maniére homogéne le long de la simulation &
pH 5 avec le chromophore en conformation cis. D’aprés l'étude présentée au paragraphe précédent
(paragraphe 11.3.3.1) un échantillons de 200 configurations est suffisant pour avoir une incertitude

statistique de l'ordre de l'incertitude expérimentale.

Les spectres de la figure 11.23 illustrent la grande dispersion des positions des spectres d’absorption
obtenus dans la littérature pour ce type de molécule [72,73,79,91]. Ils recouvrent une large gamme
de longueurs d’onde comprise entre 300 et 510 nm. La longueur d’onde du maximum d’absorption
varie de 372 a 432 nm, soit dans un intervalle |-10 nm; 50 nm| autour de la valeur du maximum
d’absorption obtenu avec la fonctionnelle B3LYP. Cet intervalle est comparable & U'intervalle [-6 nm ;
37 nm] obtenu pour le chromophore de la ECFP dans le vide ou en phase aqueuse avec un ensemble

similaire de fonctionnelles de la densité [91]. Il semble donc que les fluctuations sur la valeur de
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Figure 11.23 — Spectres d’absorption calculés avec les fonctionnelles B3LYP, BLYP, BP86, PBE,
PBEO, SVWN, TPSS et TPSSh & partir de 200 configurations extraites de la simulation & pH 5
avec le chromophore en conformation cis.

la longueur d’onde correspondant au maximum du spectre d’absorption obtenue par TDDFT soit
de TPordre de plusieurs dizaines de nanométres. Or les décalages du spectre d’absorption que nous
cherchons & représenter sont de l'ordre de 11-15 nm et sont donc significativement plus faibles.
Compte tenu de ces fluctuations des résultats en fonction de la fonctionnelle de la densité utilisée, il
n’est donc pas possible de considérer la méthode TDDFT comme étant suffisamment précise pour

faire confiance aux résultats obtenus sur la position des spectres.

On remarque aussi que les spectres d’absorption obtenus avec des fonctionnelles hybrides sont plutot
étroits et centrés aux alentours de 380 nm, alors que ceux obtenus par les fonctionnelles pures sont

plutot larges et centrés aux alentours de 440 nm.

11.3.3.3 Calcul de l’incertitude sur le décalage du spectre d’absorption sous ’effet du
changement de pH

Contrairement & la position absolue du spectre d’absorption, la variation de A4, sous leffet du
changement de pH est nettement plus stable en fonction de la fonctionnelle utilisée. Le décalage
du maximum du spectre d’absorption sera noté AM,q: et sera calculé comme Ay = )\%{i —
APHS - Afin d’évaluer lincertitude sur Az, nous avons calculé, par la méthode du bootstrap,
les distributions de AMjqz, en fonction de la fonctionnelle utilisée 11.24. Ces distributions sont
notées p(Amaz| DFT), ot DFT désigne la fonctionnelle utilisée. Compte tenu de la taille limité de
I’échantillon, la position du maximum du spectre d’absorption est mal définie et dépend de la facon
dont le spectre est construit (utilisation d’un histogramme ou somme de gaussiennes de différentes
largeurs). Pour simplifier 'analyse des résultats nous avons supposé que le maximum du spectre
est égal & la moyenne des longueurs d’onde pondérées par la force d’oscillateur. Cette hypothése

consiste a supposer que les spectres d’absorption sont symétriques.
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Les deux effets du changement de pH présentés au paragraphe 11.3.2 ont été étudiés : 'effet élec-
trostatique (lié a la modification de la distribution des protons dans la protéine, le chromophore
restant dans sa conformation cis) et leffet de l'isomérisation du chromophore. La figure 11.24 a)
présente les distributions, pour chaque fonctionnelle, du décalage du spectre d’absorption sous 1'effet
du changement de la distribution de protons (c’est a dire la différence entre les spectres d’absorp-
tion correspondant a pH5-cis et pH8-cis). La figure 11.24 b) présente les distributions, pour chaque
fonctionnelle, du décalage du spectre d’absorption sous l'effet de l'isomérisation du chromophore

(c’est a dire la différence entre les spectres d’absorption correspondant & pH5-cis et pHS8-trans).

T T rT T T rT T T

S o " p(D | B3LYP)]
@ L p(AX | BLYP) |
B 012 — p(A\ | BP86)
- p(AX | PBE) A
a) distributions du décalage o 010 — p(AXN | PBEO )
du maximum du spectre d’ab- = - — p(AA | SVWN )
sorption lorsque le pH passe E 0.08— p(AN | TPSS )
de pH 5 & pH 8 et quele 9 [ — p(AX | TPSSh)
chromophore ne change pas ﬁo’osf — p(AA) ]
de conformation. 8 0,04 |
Passage de pHb5-cis a pHS8-cis % L
c 0,02 .
3 |
0,00 | | o
-6 -4 -2 0 2 4 6 8 1
AN [ nm
= L L
S o4 — p(AX | B3LYPY
@ p(AA | BLYP) 1
® 012~ — p(AN | BP86 )
b) distributions du décalage — o0l P(AA | PBE)
du maximum du spectre d’ab- @ i — P(AA | PBEO) ]
sorption lorsque le pH passe F goq — P(AA | SVWN )|
de pH 5 a pH 8 et que le chro- 8 L P(AA | TPSS) |
mophore change de conforma- g_ 0,06 — P(AN| TPSSh)
tion. g — p(AA)
Passage de pHb5-cis a g %% y
pHS8-trans g 0.02 |
1 i

I | "
10 12 14 16 18 20 22 24 z
AN /[ nm

Figure I11.24 — Distribution p(AXnez|DFT) du décalage du maximum du spectre d’absorption en
fonction de la fonctionnelle utilisée a) lorsque le pH varie de pH 5 & pH 8 le chromophore restant en
conformation cis b) lorsque le pH varie de pH 5 & pH 8 et le chromophore passe de sa conformation
cis & sa conformation trans. La distribution noire avec des carrés est la moyenne des distributions;
elle est obtenue par I’équation 11.4.
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Les distributions p(AXnez| DFT) sont centrées autour de zéro dans le cas de Veffet électrostatique
(figure I1.24 a). Elles sont centrées autour de 16 nm dans le cas de l'isomérisation du chromophore
(figure I1.24 b). Ces observations confirment, quelque soit la fonctionnelle, que la contribution majo-
ritaire au décalage du spectre d’absorption lorsque le pH passe de pH 5 & pH 8 est bien I'isomérisation
du chromophore. Les distributions p(AXy.:| DFT) sont plus étroites dans le cas de fonctionnelles
hybrides et sont plus larges pour les fonctionnelles pures. Cette observation est directement reliée
aux similitudes également observées sur les spectres d’absorption pour des fonctionnelles de méme
type. Dans le cas de 'effet électrostatique d’absorption, les distributions de A\,q, sont également
centrées sur les mémes valeurs pour des fonctionnelles de méme type. Par contre, dans le cas de
I'isomérisation du chromophore les positions des maxima des distributions p(AXpne.|DFT) sont

quelconques.

Afin de calculer une incertitude sur le décalage du spectre d’absorption qui dépendent a la fois de
Péchantillon utilisé et de la fonctionnelle utilisée, il faut rassembler les distributions p(AX .| DEFT)
obtenues pour les différentes fonctionnelles et construire la distribution p(A\). Pour ce faire on utilise

I’équation suivante

8
> p(AAmaz| DFT;) p(DFT;)
p(AAma;r) - =1 ]
> p(DFT;)
=1

ou p(DFT;) quantifie la qualité des fonctionnelles. Ce facteur peut étre extrait a partir de la
comparaison des résultats expérimentaux et théoriques obtenus par Timerghazin et al [91]. Nous
avons commencé ce travail mais il n’est pas encore terminé, et nous considérerons que la valeur de
p(DFT;) est la méme quelque soit la fonctionnelle utilisée. La distribution p(A\) est donc simple-

ment construite selon ’équation

1 8

Amax =3 AmaxDFTz 114
P(AXmaz) 8;1?()\ | ) (IL.4)

Les distributions de p(AX) obtenues sont présentées sur les figures 11.24 a) et b) en noir avec des
carrés. Ces distributions sont centrées sur A)lq: = -0.8 nm dans le cas de 'effet électrostatique ,
avec une largeur oay,,,, =1.8 nm, et sur A0 = 15.9 nm, avec une largeur oay,,,, =2.2 nm, dans
le cas de leffet de isomérisation du chromophore. Ces résultats sont proches de ceux obtenues avec
la fonctionnelle B3LYP, présentés au paragraphe 11.3.2. En effet, avec cette fonctionnelle lorsque
le pH passe de pH 5 a pH 8, le décalage du spectre d’absorption est faible dans le cas de Veffet
électrostatique (AXpqz(B3LY P)= -4 nm) et il vaut 15 nm lorsque le chromophore passe de sa

conformation cis & sa conformation trans.

A partir des distributions p(A\) nous disposons de tous les éléments nécessaire pour calculer l'in-

certitude u(AMNqz) qui est donnée par I’équation 1.31 et s’écrit dans ce cas précis :

U(A)\m(zz) = \/(< AXmaz Zbootstrap — < Amaz >DFT)2 + 0'2A)\mm
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I1.3 Spectre d’absorption en fonction du pH

ol < AXmaz >bootstrap €6 TAN., SONE la moyenne et I’écart type associés a la distribution p(AXpmaz)
(figures 11.24 a et b) et < Apar >prpr est la moyenne des décalages des maxima des spectres
d’absorption obtenus a partir des 8 fonctionnelles utilisés et des échantillons primitifs (figure I1.23).

Les incertitudes obtenues sont rassemblées dans le tableau II.8.

Alpaz (nm)  u(ANpgz) (nm)

effet électrostatique -0.7 1.8

isomérisation 159 2.2

Tableau I1.8 — Valeur moyenne de A\, et incertitude u(AM,q,) compte tenu de Ueffet de la taille
de I’échantillon utilisé et de la fonctionnelle de la densité utilisée.

Les incertitudes obtenues (de 'ordre de 2 nm) sont faibles devant le décalage du spectre d’absorp-
tion observé lors de 'isomérisation du chromophore (de l'ordre de 15 nm). Les calculs de spectres
d’absorption effectués avec la méthode TDDFT sont donc suffisamment précis pour représenter un
décalage du maximum du spectre d’absorption de cet ordre de grandeur. Par contre, le décalage
de 4 nm vers le rouge observé avec B3LYP pour leffet électrostatique semble ne pas étre signifi-
catif car il est du méme ordre de grandeur que l'incertitude sur le maximum du spectre. On peut
donc conclure de fagon fiable que I'isomérisation du chromophore induit un décalage du maximum
spectre d’absorption de 'ordre de 15 nm et que le changement de la distribution des protons dans

la protéine a un effet faible, de I'ordre de l'incertitude expérimentale, sur la position de ce spectre.

I1.3.4 Transitions électroniques impliquées dans les spectres d’absorption

Pour construire le spectre d’absorption, nous avons inclus dans le calcul les quatre premiéres tran-
sitions électroniques. Nous avons analysé ces transitions électroniques & partir des calculs TDDFT
effectués au niveau B3LYP /6-31G* dans les trois cas présentés précédemment (pH5-cis, pHS8-cis et
pHS8-trans). Les principales orbitales mises en jeu dans le cas du chromophore en conformation cis

sont présentées sur la figure I1.25.

Les orbitales HOMO et LUMO sont des orbitales de type m délocalisées sur ’ensemble du systéme
7 du chromophore. L’orbitale moléculaire 95 est de type o. Elle est principalement développée sur
les paires libres de l'azote N13 et du carbonyle de 'imidazolinone, et sur une partie du systéme
o de ce méme cycle. L ’orbitale moléculaire 96 est une orbitale 7 exclusivement développée sur le
cycle indole. Dans un certains nombre de configurations on observe un mélange des orbitales 95 et
96. Les orbitales moléculaires obtenues dans la conformation #rans sont similaires mais le mélange

entre les orbitales 95 et 96 n’est pas observé.

Quelque soit le cas considéré (pH ou conformation du chromophore), 'opérateur d’échelle (para-
graphe D.3.1 page 183) qui construit I’état excité a partir de I’état fondamental est majoritairement
développé sur la transition mono-électronique correspondant & la promotion dun électron de ’or-
bitale HOMO vers 'orbitale LUMO. La transition électronique du premier état excité est donc de

type mmk et c’est celle qui présente le plus souvent la plus grande force d’oscillateur (tableau I1.9).
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Chapitre II : Relation entre pH, structure et spectre d’absorption de la Cerulean

OM(97) -~ HOMO OM(98) — LUMO

Figure 11.25 — Orbitale moléculaire du chromophore de la Cerulean en conformation cis obtenues
au niveau B3LYP/6-31G*. La valeur de 'orbitale sur 'isosurface tracée est 0.02.

Bien que l'orbitale LUMO soit un peu moins développée sur la partie indole du chromophore, (figure
11.25), le transfert de charge lors de la promotion d’'un électron de l'orbitale HOMO vers lorbitale
LUMO est faible. Or, le transfert HOMO-LUMO étant prépondérant dans le premier état excité,
le transfert de charge lors du passage de ’état fondamental a 1’état excité est donc faible, ce qui
explique le fait que le spectre d’absorption ne dépend que faiblement du champ électrostatique créé

par la protéine.

transition pHb-cis pHS8-cis pHS8-trans

1 0.41 (0.18) 0.31 (0.21) 0.52 (0.15)
2 0.12 (0.17) 0.23 (0.22) 0.08 (0.11)
3 0.08 (0.08) 0.06 (0.07) 0.03 (0.05)
4 0.03 (0.04) 0.02 (0.03) 0.06 (0.06)

Tableau 1.9 — Valeur moyenne et fluctuations (entre parenthéses) de la force d’oscillateur associée
au deux premiers états excités en fonction des différentes situations envisagées concernant le pH et
la conformation du chromophore.

La force d’oscillateur des transitions 3 et 4 est faible quelque soit la simulation. Dans les simulations
pHb5-cis et pH8-cis, ol le chromophore est en conformation cis, la force d’oscillateur de la premiére
transition électronique est plus faible que dans la simulation pHS8-trans, ol le chromophore est en

conformation trans. La force d’oscillateur de la deuxiéme transition est assez importante dans les cas
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I1.3 Spectre d’absorption en fonction du pH

pHb5-cis et pH8-cis alors qu’elle est faible dans le cas pHS-trans (tableau 11.9). Ceci est lié au poids
dans l'opérateur d’échelle des deux premiers état électroniques des transitions mono-électroniques
entre les orbitales occupées 95, 96 et 'orbitale vacante 98. Ces transitions sont respectivement
de type nm* et & transfert de charges et elles ont une faible force d’oscillateur. En conformation
trans, leur poids est négligeable dans l'opérateur d’échelle du premier état excité et majoritaire
dans 'opérateur d’échelle du second état excité, ce qui explique que la force d’oscillateur de la
premiére transition soit élevée et et que celle de la deuxiéme soit faible. En conformation cis, les
transitions mono- électroniques faisant intervenir les orbitales 95 et 96 contribuent faiblement &
I'opérateur d’échelle du premier état excité et elles contribuent & poids égal avec la transition mono-
électronique HOMO-LUMO, & l'opérateur d’échelle du deuxiéme état excité. Ce mélange entre des
transitions de type 7wm* et une transition de type nm* est rendu possible grace au mélange entre
les orbitales 95 et 96. Il abaisse la force d’oscillateur de la premiére transition et augmente la force
d’oscillateur de la deuxiéme. Dans la conformation cis, la deuxiéme transition contribue donc de
maniére importante au spectre d’absorption.

a) pH 5 chromophore cis

b) pH 8 chromophore cis
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Figure 11.26 — Spectres d’absorption a) pour la simulation pH5-cis b) pour la simulation pH8-cis
et ¢) pour la simulation pH8-trans ou la contribution & l’absorbance de chaque état excité est
explicitée : en noir le premier état excité, en rouge le deuxiéme état excité, en vert le troisiéme état
excité et en bleu le quatriéme état excité.

La figure 11.26 présente les spectres d’absorption ot la contribution de chaque état excité a été ex-
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Chapitre II : Relation entre pH, structure et spectre d’absorption de la Cerulean

plicitée. Les contributions & 'absorbance de chaque état excité aux spectres d’absorption montrent
clairement que dans la conformation cis le deuxiéme état excité contribue de facon non négligeable
au spectre d’absorption et que cette contribution dépend du pH et donc dans ce cas de la distribution
de protons (le chromophore restant en conformation c¢is). Lorsque le pH passe de 8 a 5, la contri-
bution du deuxiéme état excité augmente et le spectre d’absorption se décale vers le bleu, comme
observé sur la figure 11.20. Les contributions des troisiémes et quatriéme états excités sont faibles et
indépendantes du pH. Dans la simulation pHS8-trans ou le chromophore est en conformation trans,
la bande principale centrée sur 400 nm est exclusivement due & ’absorption du premier état excité.
Ceci est dii au fait que la transition électronique est principalement développée sur la transition
mono-électronique de type mmx de l'orbitale HOMO vers 'orbitale LUMO et ne se mélange pas
avec la transition nm+ comme en conformation cis. Cette absence de mélange fait que le deuxiéme
et le troisiéme état excité ont une absorbance nulle. Le quatriéme état excité est responsable de la
seconde bande d’absorption vers 320 nm. Cependant, ces observations ne permettent pas d’expliquer
le décalage de 15 nm du spectre d’absorption lorsque le chromophore passe de la conformation cis

A la conformation trans.

D’un point de vue qualitatif ce décalage du spectre d’absorption peut s’expliquer en considérant ,
dans chacune des conformations du chromophore, les positions relatives des cycles indole et imida-
zolinone. Ils ont plus proches I'un de 'autre dans la conformation cis que dans la conformation trans
(figure 1.1 page 51). Le recouvrement entre le systéme 7 de l'indole et celui de I'imidazolinone est
donc plus important dans la conformation cis. Dans une approche de type Hiickel étendue, cette
augmentation de l'interaction entre les deux parties du systéme 7 est synonyme d’une augmentation
(en valeur absolue) des termes hors diagonaux de ’hamiltonien, ce qui a pour effet d’augmenter les
écarts entre les énergies des orbitales moléculaires du systéme 7. Les énergies des orbitales molécu-
laire devraient donc étre plus espacées dans la conformation cis que dans la conformation trans ce
qui conduirait & un décalage vers le rouge lors d’une isomérisation de la conformation cis vers la
conformation trans. Les énergies des orbitales HOMO et LUMO ont été extraites des calculs TDDFT
(au niveau B3LYP/6-31G*) utilisés pour construire les spectres d’absorption. Les distributions de
la différence d’énergie entre 'orbitale HOMO et l'orbitale LUMO dans les trois situations pH5-cis,
pHS8-cis et pH8-trans, sont présentées sur la figure 11.27.

Comme attendu, la différence d’énergie entre les deux orbitales est plus faible dans la conformation
trans que dans la conformation cis. On constate aussi qu’elle est peu affectée par le changement
de pH sans isomérisation. Les positions relatives des trois distributions sont semblables aux posi-
tions relatives des trois spectres d’absorption (compte tenu du fait que la longueur d’onde varie en
sens inverse de la différence d’énergie). Le fait qu’il y ait une correspondance directe entre, d’une
part, la différence d’énergie entre 'orbitale HOMO et 'orbitale LUMO et, d’autre part, les spectres
d’absorption, est relié au fait que la transition électronique vers le premier état excité consiste
essentiellement en la promotion d™un électron de l'orbitale HOMO vers ’orbitale LUMO. Ces ob-
servations sont donc en faveur d’une justification du décalage du spectre d’absorption vers le bleu
par une perturbation du systéme m du chromophore, lorsqu’il passe de la conformation trans a la

conformation cis.
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Figure 11.27 — Densités de probabilité de la différence d’énergie entre I'orbitale HOMO et 'orbi-
tale LUMO du chromophore construites & partir des calculs TDDFT utilisés pour faire les spectres
d’absorption, & pH5 lorsque le chromophore est en conformation ¢is (en noir), & pHS8 lorsque le chro-
mophore est en conformation cis (en rouge) et a pH 8 lorsque le chromophore est en conformation
trans.

II.4 Vers une description plus compléte de I’effet du pH

Dans ce chapitre nous avons étudié la structure de la Cerulean & pH 5 et & pH 8. Au paragraphe
I1.2.1 nous avons décrit comment nous avons modélisé le pH dans nos simulations. Pour chaque
pH nous avons calculé, avec le serveur H+-+, le micro-état de protonation le plus probable au pH
considéré (pH 5 ou pH 8) et nous avons choisi de représenter la distribution des protons dans la
protéine par ce micro-état de protonation. Or nous avons également fait remarquer qu’a un pH
donné, les probabilités associées & plusieurs micro-états de protonation différents sont trés proches.
L’utilisation d’un seul micro-état de protonation pour décrire la distribution des protons dans une
protéine est donc une approximation importante. Une prise en compte plus globale de 'effet du
pH sur une propriété donnée implique d’évaluer la moyenne de cette propriété sur une distribution
de micro-états de protonation. Ceci est a priori difficile, voir impossible & réaliser compte tenu du

nombre de micro-états et donc de calculs a effectuer.

Nous proposons ici une méthode permettant de modéliser d’une maniére plus globale I'effet du pH
sur un spectre d’absorption. Le développement de cette méthode est encore en cours et seulement

quelques résultats préliminaires sont présentés.

A partir de I'expression de la probabilité d’un micro-état de protonation, on peut obtenir par une si-
mulation de type Monte-Carlo la distribution des micro-états de protonation [92]. Pour tenir compte
de ces micro-états dans une configuration donnée, notre approche consiste a estimer les fluctuations
de la longueur d’onde d’absorption en fonction des variations du champ électrostatique ressenti par
le chromophore, au moyen d’une expression analytique prédéterminée. Dans une premiére approche

on se placera a une géométrie fixe qui est la géométrie de la structure RX de la Cerulean.
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Chapitre II : Relation entre pH, structure et spectre d’absorption de la Cerulean

I1.4.1 Simulation Monte Carlo dans ’espace des micro-états de protonation

Dans une protéine du type de la Cerulean, 77 acides aminés présentent une fonction acido-basique.
Chaque acide aminé peut se trouver sous sa forme acide ou basique ce qui fait donc 277 (soit
environ 1.5 10 23) micro-états de protonation possibles, un micro-état de protonation étant défini
par la donnée de I’état de protonation de chacun des N acides aminés acido-basiques de la protéine.
On peut caractériser chaque micro-état de protonation par un vecteur X = (x1,x9,...,zxN) de
dimension N, x; prenant la valeur 1 si I'acide aminé ¢ est sous sa forme acide et la valeur 0 si il est
sous sa forme basique. A chaque micro-état de protonation est associé une énergie libre, AF(X),
calculée par rapport & un micro-état de protonation de référence dans lequel tous les acides aminés

acido-basiques sont neutres qui s’exprime selon (paragraphe 1.5 page 42)

1
AF(X)=—kp TZ z;i In 10 (pKintri — pH) + 5 Z(wl + q?) (xj + q?) Wi (11.5)
i i,j
Les valeurs de pKiysr; et Wi sont données par le serveur de calcul H+-+ pour 'ensemble des acides
aminés acido-basiques de la protéine et on peut donc calculer AF pour n’importe quel micro-état
de protonation. . Mais les ordinateurs actuels ne permettent pas de calculer la valeur de AF pour

I’ensemble des micro-états de protonation de la protéine 2.

Afin d’obtenir les micro-états de protonation les plus probables nous avons mis en oeuvre une
simulation Monte Carlo, dans I’espace des micro-états de protonation. Dans cette simulation, les
coordonnées que 'on considére sont les x; caractérisant 1’état de protonation de l'acide aminé 3.
A chaque pas de la simulation un acide aminé est choisi au hasard et son état de protonation est
inversé. La probabilité avec laquelle on accepte ce changement d’état de protonation est déduite du

calcul de la variation de AF due & ce changement d’état de protonation.

La figure I1.28 présente I’évolution en fonction du nombre de pas Monte Carlo du AF des micro-
états de protonation et de la moyenne de AF obtenus pour la structure RX de la Cerulean a pH 7
et a 300 K. La moyenne du AF converge aprés environ 10000 pas Monte-Carlo. I’ensemble des

10000 valeurs de AF est alors une répartition d’équilibre que nous allons étudier.

I1.4.2 Densité de probabilité des micro-états de protonation

Nous avons réalisé des simulations Monte-Carlo pour plusieurs valeurs du pH allant de pH 1 & pH 14
par pas de 1. Pour chaque simulation, nous avons obtenu une distribution des valeurs de AF comme
nous venons de le décrire. Trois de ces distributions, pour pH 5, pH 7 et pH 10 sont présentées sur
la figure I11.29.

On remarque que, suivant le pH, la distribution des micro-états de protonation a une allure trés

différente. A pH 5, la distribution des micro-états de protonation présente une forte densité d’état

®Par un calcul simple, en considérant qu’un ordinateur réalise 10 '° opérations par seconde et qu’une seule opération
est nécessaire pour calculer le AF associé & un micro-état de protonation, plus de 3 10 ® années seraient nécessaires
pour réaliser ces calculs.
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Figure I1.28 — Différence d’énergie libre, AF, & pH 7, entre I’état échantillonné par Monte Carlo et
Pétat de référence (dans cet état, tous les acides aminés acido-basiques sont neutres), en fonction du
nombre de pas Monte Carlo (en noir).Valeur moyenne de AF en fonction du nombre de pas Monte
Carlo (en rouge).

entre 0 et 12 kcal-mol ~! alors qu’elle est beaucoup plus faible a pH 7. A pH 10 la situation
est intermédiaire entre celle observée & pH 5 et pH 7. Pour quantifier le caractére plus ou moins
concentré de cette densité, nous avons calculé en fonction du pH le nombre Ny, de micro-états de
protonation qui doivent étre retenus pour que la probabilité que la protéine adopte I'un d’entre eux
a température ambiante soit égale & 0.8. Ce nombre est obtenu en intégrant la densité de probabilité

de AF obtenue & chaque pH. Les résultats sont présentés sur la figure 11.30.

On remarque que le nombre de micro-états de protonation NV, est trés variable suivant le pH.
Il est trés élevé, plusieurs dizaines de milliers, pour des pH compris entre pH 3 et pH 6, il est de
quelques milliers pour des pH compris entre pH 10 et pH 13, et de quelques dizaines pour les pH
compris entre pH 7 et pH 9.

Les valeurs des pKa en phase aqueuse des acides aminés acido-basiques sont également reportées en
abscisse sur la figure 11.30 (en rouge) avec en ordonnée le nombre de fois ou cet acide aminé apparait
dans la séquence de la Cerulean. On remarque que les valeurs de Ny,e, sont fortement corrélées au
nombres d’acides aminés acido-basiques dont le pKa se situe dans la méme gamme de pH. Cette
corrélation est probablement due au fait que les interactions entre acides aminés dans la Cerulean
sont faibles et les pK1 dans la protéine sont alors peu différents des pKa en solution. Donc pour des
valeurs de pH prochezs des valeurs de pKa des acides aminés en solution un grand nombre d’acides
aminés ont une probabilité proche de 1/2 d’étre sous leur forme acide ou basique. Le changement
de ’état de protonation de tels acides aminés aura donc peu d’influence sur la valeur du AF des
micro-états de protonation. Ainsi plus le nombre d’acides aminés pour lesquels les formes acide
et basique sont équiprobables sera grand, plus le nombre de micro-états de protonation ayant des
valeurs d’énergie libre proches sera grand. Le fait que les pK 1 dans la Cerulean soient peu différents

des pKa en solution est di au fait que la majorité des acides aminés acido-basiques ont leur chaine
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Figure 11.29 — Histogrammes représentant la probabilité des micro-états de protonation en fonction
de leur énergie libre associée a différents pH. La valeur AF=0 kcal -mol ~! a été attribuée au
micro-état le plus probable.

latérale orientée vers le solvant.

Ces simulations Monte Carlo nous permettent donc d’identifier les micro-états de protonation les
plus probables sans avoir a réduire le nombre d’acides aminés acido-basiques inclus dans le calcul.
On peut également en extraire le nombre de micro-états de protonation qui doivent étre pris en
compte pour décrire correctement la situation d’équilibre. 11 faut maintenant trouver un moyen
d’évaluer les fluctuations dues & toutes ces distributions de protons sur les observables qui nous

intéressent.

11.4.3 Effet des micro-états de protonation sur une observable

D’un micro-état de protonation & 'autre, la géométrie étant fixe, seule la position des protons acides
change dans la protéine. Cette redistribution des protons & pour effet de modifier le champ électro-
statique dans la protéine et notamment au niveau du chromophore. C’est l'effet de ce changement

du champ électrostatique sur une longueur d’onde que nous devons maintenant calculer.

Pour les pH compris entre pH 6 et pH 9, le nombre de micro-états de protonation & considérer étant
inférieur & 100, on peut envisager de faire un calcul quantique des longueurs d’onde d’absorption
pour 'ensemble des micro-états. Par contre cette solution n’est plus envisageable si le nombre de
micro-états de protonation dépasse plusieurs milliers. Une autre approche doit donc étre considérée

et deux possibilités sont envisagées.

La premiére approche consiste & calibrer les longueurs d’onde d’absorption du chromophore pour un
ensemble de champs électrostatiques extérieurs, par un ensemble de calculs Gaussian en présence

de champs électrostatiques connus.

La deuxiéme approche consiste & utiliser un hamiltonien effectif de dimension deux dont les vecteurs

de base représentent 1’état fondamental et I'état excité. On peut ensuite calibrer les éléments de
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Figure 11.30 — En noir, échelle de gauche, nombre de micro-états de protonation nécessaires pour
obtenir un échantillon de micro-états de protonation tel que la probabilité que le micro-état de
protonation de la protéine appartienne a cet échantillon soit de 0.8. En rouge, valeur du pKa (en
abscisse) des acides aminés acido-basiques et, en ordonnée (échelle de droite) leur nombre dans la
Cerulean.

cette matrice en fonction du potentiel électrostatique créé par un champ électrostatique extérieur.
Une facon simple de faire cela est d’utiliser des charges effectives associées & chaque élément de la
matrice. Il serait alors aisé de calculer 'effet d’un micro-état de protonation ou d’un changement de
micro-état, c’est a dire du potentiel électrostatique, sur les éléments de cette matrice. La longueur
d’onde d’absorption serait alors donnée par la diagonalisation de cette matrice une fois que les

éléments auront été calculés pour un micro-état de protonation donné.

I1.5 Conclusion du chapitre

Dans ce chapitre, nous avons présenté une étude de la Cerulean par des simulations de dynamique
moléculaire et des calculs de chimie quantique. Nous avons réalisé plusieurs simulations de dyna-
mique moléculaire a pH 5 avec le chromophore en conformation cis et & pH 8 avec le chromophore
en conformation cis et trans. Ces calculs nous ont permis de vérifier plusieurs des hypothéses faites

par Malo et al pour expliquer la dépendance en pH du spectre d’absorption.

La chaine latérale de I'acide aspartique en position 148 s’oriente & l'intérieur de la protéine lorsque
celui-ci est sous sa forme acide et forme une liaison hydrogeéne stable avec le cycle indole du chro-
mophore en conformation cis. Cependant, la liaison hydrogéne intra-acide aminé proposée par les
auteurs de la structure RX a pH 5, entre 'un des atomes d’oxygéne de la fonction acide carboxy-
lique de Aspl48 et 'oxygéne du carbonyle de ce méme acide aminé, n’a jamais été observée dans
nos simulations. La chaine latérale de Asp148 adopte une conformation qui lui permet de faire une

liaison hydrogéne avec la lysine en position 166.

Nous avons pu observer que la formation de cette liaison hydrogéne avec Lysl166 est liée a une

fermeture partielle du cleft entre les brins 6 et 7 du tonneau de feuillets . En étudiant les contacts
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entre protéines voisines dans la structure cristalline de la Cerulean nous avons observé que, dans
le cristal de la Cerulean, des contacts entre protéines voisines pourraient étre responsable d’une
ouverture partielle du cleft. Ces interactions disparaissant en solution, le cleft adopterait alors une

structure plus proche de celle de la GFP dans le cristal ou en phase aqueuse.

Lorsque Aspl48 est sous sa forme basique, anionique, sa chaine latérale s’oriente vers l'extérieur de
la protéine. La liaison hydrogéne avec le cycle indole du chromophore est alors rompue. Dans cette
situation, la conformation trans du chromophore est préférable car elle lui permet de retrouver de

nouveaux partenaires pour former un réseau dense de liaisons hydrogéne.

Nous avons calculé le spectre d’absorption de la, Cerulean & pH 5 en conformation cis et & pH 8
en conformation cis et trans. Cela nous a permis de séparer l'effet du changement du micro-état de
protonation de la protéine qui est un effet électrostatique, de l'effet de I’isomérisation du chromo-
phore. L’effet du changement de champ électrostatique sur le spectre d’absorption du chromophore
est faible, alors que lisomérisation du chromophore résulte en un décalage du spectre trés sem-
blable & celui observé expérimentalement lors du passage de pH 8 & pH 5. Nos résultats confortent
ainsi nettement ’hypothése de 'isomérisation du chromophore comme origine de la dépendance du

spectre d’absorption au pH.

Le role limité des effets électrostatiques associés au changement de pH a été constaté en comparant
les deux micro-états de protonation les plus probables & pH 5 et pH 8. Nous avons débuté une
étude plus rigoureuse et systématique des effets de pH sur le spectre d’absorption. Au dela des
propriétés d’absorption de la Cerulean, cette approche pourrait étre appliquée & l'effet du pH sur

toute propriété sensible aux variations de potentiel électrostatique.
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Chapitre III : Désactivation de la fluorescence de la Green Fluorescent Protein

Le but de ce chapitre est de présenter une méthode permettant de calculer le déclin de la fluorescence
et le rendement quantique de fluorescence d’une protéine en prenant en compte des mécanismes de

désactivation non radiatifs de I'état électronique excité associés & une déformation du chromophore.

Cette méthode a été appliquée a I’étude de la désactivation de la fluorescence suite & un mouvement
de torsion d’angle ¢ dans la GFP. Nous avons choisi ce systéme car il a été largement étudié
expérimentalement et par des méthodes numériques. De nombreux résultats sont donc & notre
disposition pour paramétriser les méthodes utilisées ou comparer les résultats obtenus avec les
données expérimentales. Aprés avoir présenté les résultats connus sur les propriétés photophysiques

de la GFP et de son chromophore, la méthode proposée sera présentée.

IT11.1 Introduction

Le temps de vie de la GFP sauvage est d’environ 3 ns et son rendement quantique de fluorescence
est élevé (0.8) [93]. La fluorescence de la GFP et de son chromophore, seul en solution plus ou moins
visqueuse ont souvent été étudiées expérimentalement. On trouve également de nombreuses études
de I’état électronique excité du chromophore par des méthodes de chimie quantique. Le but de cette
partie est d’en extraire une vue d’ensemble sur la dynamique et les processus & ’oeuvre dans I’état

excité fluorescent du chromophore isolé en phase gaz, en solution ou dans la protéine GFP.

IT1.1.1 Etat de protonation du chromophore de la GFP

La fluorescence de la GFP sauvage est en fait une superposition de la fluorescence de deux formes
du chromophore : une forme neutre et une forme anionique dans laquelle le phénol est sous sa forme
basique, c’est & dire phénolate [7|. De nombreuses études montrent que la déprotonation du phénol
est la conséquence d’un transfert de proton le long d’une chaine de liaisons hydrogéne impliquant
une molécule d’eau, une sérine (Ser205) et un acide glutamique (Glu222) qui est 'accepteur final
du proton [94,95, 96].

Le mutant S65T (code 1IEMA de la PDB [18]) conduit a stabiliser fortement la forme anionique
du chromophore [97]. La substitution de la sérine en position 65 par une thréonine correspond a
Pajout d’un groupement méthyle. Brejc et al [97] ont comparé les structures RX de la GFP sauvage
et du mutant S65T et concluent que I’ajout d’'un méthyle induit une géne stérique conduisant a la
rupture de la liaison hydrogéne entre le groupement hydroxyle de Ser65 (accepteur de doublet) et
le groupement carboxylate de Glu222 (donneur de doublet) au profit du groupement carbonyle de
Val61 (donneur de doublet remplagant Glu222). Cela stabilise la forme neutre de Glu222 obtenue
aprés transfert du proton provenant du phénol du chromophore. Glu222 forme alors une liaison
hydrogéene en tant qu’accepteur de doublet avec le groupement hydroxyle de Thr65. Dans ce travail,
nous avons étudié ce mutant, dans lequel le chromophore est toujours anionique a ’état électronique

fondamental et excité.
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I11.1.2 Etudes expérimentales du chromophore en solution

Les caractéristiques de la fluorescence du chromophore de la GFP en solution, neutre ou anionique,

sont radicalement différentes de celles observées dans la protéine.

Le rendement quantique de fluorescence en solution est mille fois plus petit que celui qui est observé
dans la protéine. Les déclins de fluorescence sont correctement modélisés par une somme de deux
exponentielles dont les constantes de temps sont de 'ordre ou inférieures a la picoseconde [98,99,
100,101,102] (0.21 ps et 1.1 ps pour le chromophore anionique dans ’eau [99] ; 0.8 ps et 4.2 ps dans
I’éthanol [98]).

Kummer et al |98] ont mesuré le déclin de fluorescence du chromophore de la GFP en solution en fai-
sant varier la viscosité de plusieurs ordres de grandeur, notamment en faisant varier la température.
Ils en déduisent que le déclin de fluorescence est fortement dépendant de la viscosité du solvant.
Ils trouvent que dans une solution de glycerol a 150 K, le déclin de fluorescence est de 'ordre de
la nanoseconde, comme dans la protéine. Ils en concluent que le mécanisme de désactivation de la
fluorescence qui conduit & un déclin de la fluorescence de 'ordre de la picoseconde en solution a lieu
par l'intermédiaire d'une déformation interne du chromophore nécessitant un volume important .

Ceci est cohérent avec 'effet inhibant de la protéine sur ce mécanisme.

Mandal et al [99] ont mesuré les déclins de fluorescence du chromophore dans des solvants faiblement
visqueux et trouvent que le déclin de la fluorescence dépend faiblement de la viscosité. Ils proposent
un modele avec deux états électroniques (état fondamental et état excité) et deux coordonnées
pour décrire le déclin de fluorescence (une relaxation vibrationnelle et une coordonnée menant a
une intersection conique). Ils en déduisent que la coordonnée qui meéne & lintersection conique
correspond probablement & un mouvement nécessitant un faible volume, probablement une rotation
concertée autour des deux liaisons du pont. L’effet inhibant de la protéine serait alors dii & une
modification de la surface d’énergie potentielle de ’état excité ou a une relaxation vibrationnelle

différente a partir de la région Franck Condon.

Les travaux expérimentaux suggerent donc que le mécanisme de désactivation de la fluorescence
implique une torsion simple autour d’une des liaisons du pont reliant les deux cycles aromatiques

du chromophore, ou un mouvement de torsion concerté autour de ces deux liaisons.

I11.1.3 Etudes quantiques sur I’état excité anionique du chromophore

L’état excité du chromophore de la GFP a été largement étudié par des approches théoriques,
employant des méthodes semi-empiriques [103, 104, 105] et des calculs ab initio en phase gaz [48,
106,49,107] ou en solution [108].

Dans son état électronique fondamental le chromophore est plan et l'indice de liaison entre les

atomes C11-C12 est plus élevé que celui entre les atomes C12-C7 (figure 1.6 page 20). La torsion 7

#Dans ce cas, le volume désigne la plus petite zone de l’espace pouvant contenir ’ensemble des atomes du chro-
mophore tout au long de sa déformation. Plus le nombre d’atomes impliqués par la déformation est important plus
ce volume sera grand. Par exemple, la rotation d’un méthyle nécessite un volume beaucoup plus faible que celle d’un
cycle phénolate autour de son axe de symétrie.
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est donc plus difficile que la torsion . Lorsqu’on optimise la géométrie du premier état électronique
excité en partant de la géomeétrie de I'état électronique fondamental (géométrie Franck-Condon,
FC), quelque soit le niveau de calcul utilisé, on obtient une géométrie plane dans laquelle 'ordre des
indices des liaisons entre les deux cycles est inversé. L’état électronique excité est de type mm+* avec
un transfert d’électron principalement de la HOMO vers la LUMO [106]. Les orbitales obtenues a
partir d’un calcul DFT au niveau B3LYP /6-31G* sont présentées sur la figure 1.4. Cet état présente
un faible transfert de charge par rapport & ’état fondamental. C’est dans cette géométrie que le

chromophore est fluorescent, nous 'appellerons FS ("fluorescent state").

En utilisant des méthodes multiconfigurationnelles de haute précision, Martin et al [49], Toniolo
et al [48], Altoe et al [108], Olsen et al [107] ont recherché les chemins d’énergie minimum du
chromophore anionique excité dans le vide. Ils ont mis en évidence deux géométries d’énergie plus
basse que I'état 'S qui correspondent & des conformations "twistées" ot les deux cycles aromatiques
sont perpendiculaires 'un par rapport a autre. L’une de ces géométries correspond & o==490° et 7
=(0°, nous la noterons par la suite TW¢. L’autre correspond a 7==290° et ©=0°, nous 'appellerons
TWr. Ces deux géométries sont présentées sur la figure II1.1. D’aprés les résultats de Martin et al,
TW se situe environ 7 keal -mol ! en dessous de la géométrie FS et TWr se situe 9 kcal - mol ~*
en dessous de la géométrie F'S. Les chemins de réaction entre FS et ces deux géométries présentent
de faibles barrieres d’activation de l'ordre de 1 & 2 kcal - mol ~'. Dans ces deux géomeétries twistées,
il existe un fort transfert de charge entre I’état fondamental et I’état excité. Dans le cas de TWe,
la charge négative est localisée sur 'imidazolinone dans I’état électronique excité, alors qu’elle est
localisée sur le phénolate dans 1’état électronique fondamental. Dans le cas de TWr, la charge
négative est localisée sur le phénolate dans l'état excité alors qu’elle est localisée sur I'imidazolinone

dans 'état fondamental.

Figure TI1.1 — Apercu des géométries TWe (a gauche) et TWr (& droite).

Martin et al [49] proposent deux voies possibles de désactivation non radiative de I’état électronique
excité en phase gaz (figure II1.2). D’une part, dans les régions ou ¢ et 7 prennent des valeurs
comprises entre 60° et 120° ’état fondamental et ’état excité fluorescent sont proches en énergie
et une désactivation non radiative par conversion interne est donc envisageable. Par ailleurs, ils
ont identifié une intersection conique située 5 kcal-mol ~! au dessus de la géométrie plane FS
qui correspond & une géométrie dans laquelle les torsions autour des liaisons du pont sont trés
importantes (p =-105° et 7=95°). Cette intersection conique n’est pas accessible directement a

partir de la géométrie FS, mais & partir des géométries TW¢ ou TWr par un chemin que les

108



I11.1 Introduction

auteurs n’ont pas identifié.
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Figure I11.2 — Schéma proposé par Martin et al pour représenter la surface d’énergie potentielle
de D'état excité fluorescent du chromophore de la GFP. Les fleches rouges et vertes en pointillé
représentent des transitions électronique non radiatives. Les fléches noires en pointillé représentent
les chemins sur la surface d’énergie potentielle de 1’état électronique excité envisagés par Martin et
al.

Toniolo et al [48] ont mis en oeuvre une dynamique semi-empirique du chromophore dans 1’état
excité, dans le vide ou en solution aqueuse. Ils ont montré que le retour & 1’état fondamental est
plus rapide en phase aqueuse que dans le vide et qu’il est associé & un mouvement concerté autour des
deux liaisons reliant les deux cycles aromatiques. Des calculs en présence de solvant ont également
été effectués par Altoe et al [108] en utilisant un modéle de solvant implicite. Comme dans les études
précédentes dans le vide, ils trouvent que dans I'état excité, les géométries TWy et TWr sont plus
basses en énergie que la géométrie plane FS, de respectivement 5 kcal-mol ! et 13 keal - mol 1.
Dans ces géométries ’état électronique excité présente le méme caractére de transfert de charge
que dans le vide. Le chemin conduisant a la géométrie TWyp est sans barriere, mais dans cette
géométrie, I'état fondamental et I’état fluorescent sont trop éloignés pour qu’une conversion interne
soit possible. A linverse, le chemin conduisant & la géométrie TWr présente une faible barriére
et, dans cette géométrie, ’état électronique fondamental et I’état électronique excité sont proches
(6 keal -mol 1) ce qui est compatible avec une désactivation non radiative. Compte tenu de ces
résultats, Altoe et al proposent que le mécanisme principal de désactivation de la fluorescence pour

le chromophore en solution est associé au passage par la géométrie TWr.

I11.1.4 Mouvements du chromophore dans la protéine

Des études qualitatives de dynamique moléculaire de nombreux mutants avec le chromophore & 1’état

électronique fondamental, montrent que la cavité protéique dans laquelle se trouve le chromophore
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est suffisamment grande pour autoriser des mouvements de torsion [109,110]. Les angles ¢ et 7
peuvent prendre des valeurs allant jusqu’a respectivement 40° et 30° (en valeur absolue). Le calcul
du volume nécessaire & l'isomérisation selon ¢ ou 7 montre que l'isomérisation selon ¢ nécessite
un volume plus faible, ce qui explique une amplitude de variation plus importante sur cet angle
[111,112].

Une déformation particuliére concernant les angles ¢ et 7 est la torsion concertée de ces angles [112].
Ce mouvement est habituellement nommé Hula-Twist et a été initialement introduit par Liu et
al [113,114,115] lors de l'étude de l'isomérisation du rétinal (le chromophore des protéines de la
famille de la rhodopsine) qui intervient dans le mécanisme de la vision. Il s’agit d’un mouvement
de torsion concerté autour de deux liaisons consécutives d'un systéme 7 [103]. Seul 'atome central

sort du plan initial tandis que les deux atomes latéraux sont translatés dans ce plan.

Dans le cas du chromophore de la GFP, ce mouvement peut se produire si les deux cycles ne
restent pas coplanaire (mouvement de “papillon”), ou bien, si les deux atomes de carbone CA2 et
CG2 se pyramidalisent. Cette derniére déformation s’accompagne d’une forte élévation de I’énergie
potentielle et elle n’est donc possible en pratique que pour des déformations de faibles amplitudes. La
déformation de type “papillon” est inhibée par la protéine parce qu’elle implique soit un déplacement
de 'atome d’oxygene du phénolate soit un basculement de ’atome du pont reliant les deux cycles
aromatiques et de 'imidazolinone. Or, le déplacement de I’atome d’oxygéne du phénolate est limité
car celui-ci est maintenu par trois liaisons hydrogéne qui stabilisent la charge négative du phénolate
[97] (figure II1.3 b). De plus, le cycle imidazolinone est reliée au reste de la protéine par deux
liaisons covalentes et une liaison hydrogéne et donc son basculement est improbable. Le hula-twist
ne semble donc pas envisageable dans la protéine mais seulement en phase liquide. Il pourrait
conduire le chromophore dans une région de sa surface d’énergie potentielle ot se trouvent des
intersections coniques [49]. Cette isomérisation pourrait donc étre un mécanisme de désactivation
de la fluorescence et étre responsable des déclins de fluorescence ultra-rapides observés en solution
[48,99]. Cependant les calculs de chimie quantique publiés et résumés précédemment n’ont pas pu

mettre en évidence un chemin d’énergie minimum correspondant & ce type de mouvement.

a b

Figure I11.3 — Apercu de ’encombrement stérique du chromophore de la GFP, figure a, et des liaisons
hydrogéne limitant le mouvement de I'oxygéne du phénolate, figure b.
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Dans ce travail, nous nous sommes restreints & ’étude du chemin menant & TWe, c’est & dire au
mouvement de torsion ¢. En effet, la torsion 7 nécessite un volume plus important que la torsion
¢ (figure II1.1). Le chromophore étant enfermé a l'intérieur de la protéine (figure II1.3 a) la géne
stérique occasionnée par la torsion 7 sera certainement trés importante et la probabilité qu'un tel
mouvement ait lieu est beaucoup moins grande. Par ailleurs, la torsion 7 nécessite un déplacement
important de l'oxygéne du phénolate qui est maintenu par trois liaisons hydrogéne (figure I11.3 b)

alors que la torsion ¢ laisse 'oxygéne du phénolate en place.

IT1.1.5 Processus de désactivation de la fluorescence étudiés dans ce travail

Nous avons choisi d’étudier Ueffet de la protéine sur le chemin de réaction menant & la géométrie
TWep dans 'état électronique excité. Le long de ce chemin de réaction, seule la torsion ¢ varie, les
coordonnées T, Pyroay €t Pyrogo restant & leurs valeurs dans la géomeétrie plane (figure IIL1 a).
En se basant sur le schéma proposé par Martin et al [49] (figure I11.2), nous avons considéré deux

processus de désactivation de la fluorescence liés a la coordonnées de réaction ¢ :

e une désactivation de I’état excité fluorescent par conversion interne pour des géométries dans
lesquelles ’angle de torsion ¢ prend des valeurs dans l'intervalle D=[60°; 120° |.

e une désactivation de I’état excité fluorescent par 'intermédiaire de l'intersection conique iden-
tifiee par Martin ef al qui peut étre atteinte & partir de la géométrie TW¢p dans laquelle ¢

vaut 90°.

Pour ces deux processus nous avons évalué leur effet sur le déclin de la fluorescence et sur le
rendement quantique de fluorescence. Compte tenu du fait que la GFP est une protéine qui présente
un rendement quantique de fluorescence élevé, il est évident que les processus de désactivation de
la fluorescence en solution sont nettement défavorisés dans la protéine. L’objectif de cette étude
est donc de savoir s’ils sont compétitifs avec la désactivation radiative, d’évaluer leur constante de

vitesse et de tester la mise en oeuvre de notre méthode.

IT11.2 Meéthodologie

Les différents modéles qui permettent de décrire la cinétique des processus physico-chimiques sont
basés sur une séparation des échelles de temps. En effet, I’échelle de temps associée & un processus
physico-chimique est généralement beaucoup plus longue que celle associée & la dynamique du
systéme a 1’équilibre. Ces processus sont donc qualifiés d’événements rares. On définit généralement
une coordonnée (ou un ensemble de coordonnées) appelée coordonnée de réaction, a laquelle est
associé le mouvement permettant d’atteindre 1’état final & partir de ’état initial, et qui varie a
une échelle de temps longue par rapport & la dynamique du systéme. Sans cette séparation des
échelles de temps la notion de constante de vitesse est inexistante. Il existe deux possibilités qui
aboutissent & une séparation des échelles de temps : soit ’état final et I’état initial sont séparés
par une barriére d’énergie potentielle supérieure & ’énergie thermique, auquel cas la probabilité de

franchir la barriére est faible et le passage de 1’état final a I’état initial sera long, soit la barriére
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d’énergie potentielle est faible mais le passage de 1’état initial a I’état final implique une déformation

importante de la géométrie du systéme.

C’est dans le cadre de cette séparation des échelles de temps qu’ont été développés les différents
modeles de calcul de constantes de vitesse [116]. La plupart se placent dans ’hypothése d’un mou-
vement Brownien qui permet de décrire la fagon dont le systéme quitte I’état initial pour atteindre
I’état final. Dans ce cas, la coordonnée de réaction est traitée explicitement alors que les autres co-
ordonnées sont traitées de maniére effective. Par simulation, les constantes de vitesse sont obtenues
a partir de données statistiques sur le passage du systéme au niveau de I’état de transition. Ce type
de calcul a été initié par la théorie de Kramers [116] qui cherche & calculer la vitesse avec laquelle

une particule s’échappe d’un puit de potentiel.

La durée de vie moyenne de la GFP sauvage est d’environ 3 ns [7] et son rendement quantique
de fluorescence est de 0.8 [117]. On peut donc en déduire que le temps de vie de fluorescence
(temps de vie de I’état excité si le rendement quantique de fluorescence était égal a 1) est d’environ
3.8 ns (équation 1.4 page 13). L’ordre de grandeur des temps caractéristiques des mécanismes de
désactivation de la fluorescence étudié ici est donc d’une dizaine de nanosecondes (15 ns). Cette
échelle de temps est la méme que celle des simulations de dynamique moléculaire tous atomes qui,
sur des systémes de la taille de la GFP, sont actuellement au maximum de 'ordre de quelques
dizaines de nanosecondes. Le mécanisme que 'on cherche a étudier est donc un événement rare a
I’échelle d’une simulation de dynamique moléculaire et se place dans le cadre décrit plus haut du

calcul des constantes de vitesse.

Un échantillonnage des processus associés aux deux mécanismes de la désactivation non radiative
de la fluorescence est nécessaire pour calculer une constante de vitesse. Cependant, dans notre cas il
ne peut pas étre fait directement par simulation moléculaire tous atomes. En effet compte tenu des
échelles de temps, les processus cherchés ne sont jamais observé et la statistique obtenue est nulle.
Nous avons donc mis en oeuvre une méthode combinant plusieurs types de simulations & diverses
échelles de temps qui nous ont permis d’évaluer les constantes de vitesses des deux mécanismes
de désactivation de la fluorescence décrit plus haut. Dans ce qui suit, nous allons présenté cette

méthode. Elle comporte les trois étapes suivantes :

1. La dynamique du mouvement de torsion ¢ au sein de la protéine est étudiée au travers du
calcul du profil d’énergie libre partielle en fonction de ¢ par des simulations de dynamique

moléculaire biaisées.

2. une dynamique Brownienne de la coordonnée ¢ utilisant le profil d’énergie libre obtenu au 1)
nous permettra d’obtenir un trés grand nombre (1 million) de trajectoires de la coordonnée ¢

sur un intervalle de temps de plusieurs dizaine de nanosecondes (50 ns).

3. les résultats de la dynamique Brownienne seront utilisés dans un modéle cinétique permettant

de calculer le déclin de la population de 1’état excité et 1 e rendement quantique.
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III.3 Résultats de dynamique moléculaire

Afin de valider le champ de force paramétrisé pour le chromophore anionique de la GFP dans
son état électronique excité (paragraphe 1.3.4 page 33), nous l'avons tout d’abord étudié en phase
aqueuse. Ces simulations nous ont également permis de tester et de mettre au point les simulations
de dynamique moléculaire biaisées utilisées pour calculer le profil d’énergie libre partielle par la
méthode du umbrella sampling. Nous avons ensuite calculé le profil d’énergie libre partielle en
fonction de la coordonnée ¢ dans la protéine. L’analyse des trajectoires obtenues au cours de cette
étude, nous a permis d’analyser 'effet de la protéine sur la dynamique du chromophore dans son

état électronique excité et d’identifier les acides aminés qui jouent un réle majeur.

I11.3.1 Simulations du chromophore de la GFP en phase aqueuse

En phase aqueuse, nous avons simulé ’entité chromophore telle qu’elle a été définie lors de la para-
métrisation du champ de force (paragraphe 1.3.1 page 20) dans une boite d’eau a une température
de 300 K et une pression de 1 atm. Nous avons mis en oeuvre différents types de simulations : une
simulation & I’équilibre de 1 ns pour caractériser la structure et la dynamique du chromophore en
solution, des simulations hors équilibre de 10 ps pour caractériser le retour & la géométrie d’équilibre

et des simulations biaisées pour calculer le profil d’énergie libre.

a) Simulation en phase aqueuse a 1’équilibre
Nous avons réalisé une simulation de dynamique moléculaire d’une nanoseconde du chromophore

anionique de la GFP dans son premier état électronique excité, en phase aqueuse. A partir de la
géométrie plane du chromophore dans la structure RX de la GFP, nous avons minimisé 1’énergie
de la boite de simulation puis le systéme a été mis & I’équilibre en deux étapes. Tout d’abord,
une simulation dans '’ensemble (N,V,T) pour équilibrer la température, suivie d’une simulation
(N,P,T) pour équilibrer la pression. L’utilisation de contraintes, tel que cela a été fait dans le cas
de la Cerulean ne présente pas d’intérét dans ce cas. Le substrat étant une simple molécule des
déformations artificielles de sa structure ne sont pas a craindre. A la suite de ces différentes étapes
de préparation du systéme, nous avons fait une simulation de dynamique moléculaire dans ’ensemble

(N,P,T) a une température de 300 K et une pression de 1 atm.

La figure II1.4 présente I’histogramme des valeurs de ¢ obtenues au cours de cette simulation ainsi
que les valeurs moyennes et les écarts types des coordonnées internes reliées aux déformations
du chromophore impliquant le pont qui relit les deux cycles aromatiques. Les valeurs d’équilibre
obtenues au cours de cette simulation montrent que la géométrie d’équilibre en phase aqueuse
est la géométrie TWep. Ceci correspond bien a une des géométries de I’état électronique excité
du chromophore de plus basse énergie prédites par les calculs quantiques en phase aqueuse [108].
D’autre part ces résultats sont cohérent avec le champ de force que nous avons utilisé. Les valeurs
des coordonnées T, Pyre,s €6 Pyrnqy Testent proches des valeurs imposées dans le champ de force
(tableau 1.5 page 34). On observe donc bien la dynamique de la torsion ¢ correspondant a la rotation

du phénolate autour de son axe CG2-CZ, le reste du chromophore restant plan.
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Figure IT1.4 — a) Histogramme des valeurs de ¢ obtenues au cours de la simulation de une nanose-
conde. b) Valeurs moyennes et écart type des coordonnées ¢, T, Pyre o €t PYIeaco qui concerne le
pont reliant les deux cycles aromatiques.

b) Simulation en phase aqueuse hors équilibre

Partant d’une géométrie plane, on obtient donc dans nos simulations une géométrie twistée, TWe.
Afin d’évaluer le temps caractéristique associé a cette déformation du chromophore nous avons
réalisé un ensemble de trajectoires hors équilibre & partir de configurations du chromophore dans
une géomeétrie plane. Pour obtenir ces configurations, nous avons fait une simulation d’une nanose-
conde en imposant une contrainte harmonique sur la coordonnée ¢ avec une constante de force de
10 kcal -mol ~!-rad 2 et centrée sur p—0°. De cette simulation nous avons extrait un échantillon
de 50 configurations dans lesquelles le chromophore est plan. La moyenne des valeurs de ¢ sur cet
échantillon est 2° et ’écart type est 7°. Cet échantillon est représentatif de la région Franck Condon
du chromophore. En effet, dans 1’état fondamental la géométrie plane du chromophore correspond
au minimum d’énergie potentielle [48,49]. De plus dans les simulations de dynamique moléculaires de
la GFP avec le chromophore dans son état électronique fondamental la moyenne et I’écart type de la
coordonnée ¢ sont similaires a ce que nous avons pour cet échantillon de configurations (< ¢ >=2.1°
+7.7° |24] et < ¢ >=-2.2° £7.7° [75]).

Nous avons ensuite réaliser 1500 trajectoires de 10 ps chacune, sans contraintes sur la torsion ¢, en
faisant varier les coordonnées et les vitesses initiales. La figure I11.5 présente la trajectoire moyenne,
notée < ¢ >(t) et I'écart type sur les trajectoires, noté o,(t), de la coordonnée ¢ sur ’ensemble
des trajectoires obtenues. L’écart type présente un maximum aux alentours de t=1.3 ps. A t=10 ps,
I’ensemble des trajectoires ont atteint une situation d’équilibre qui est celle décrite au paragraphe
précédent et correspond a la géométrie TWe. Les valeurs de < ¢ > et de 0, & t=10 ps sont similaires
a celles obtenues au cours de la simulation a I’équilibre (figure I11.4 b). Compte tenue de la symétrie
du cycle phénolate, nous avons considérer la valeur absolue de . En partant de la géométrie plane
30% des trajectoires se stabilisent autour de la valeur ¢=90° et 70% se stabilisent autour de la

valeur p=-90°.
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Figure IIL.5 — Trajectoire moyenne, < ¢ > en noir, et trajectoire de I’écart type, o, en rouge, de la
valeur absolue de la torsion ¢ en fonction du temps sur les 1500 trajectoires hors équilibre.

Le passage de la géométrie plane & la géométrie TW¢ se fait de maniére soudaine. La variation
progressive de la courbe < ¢ >(t) est di au fait que les trajectoires de la coordonnée ¢ oscillent un
certain temps au voisinage de la géométrie plane et que ce temps dépend fortement de la trajectoire.
Ce phénomeéne est également a I'origine du maximum de la courbe o,(t) car, a temps court, deux
types de trajectoires coexistent : celles qui ont déja atteint des valeurs proches de ¢=90° et celles

qui oscillent toujours autour de la géométrie plane.

Cet instant, pour lequel les trajectoires atteignent la géométrie TWe, est intéressant pour notre
étude car il peut étre relié au déclin de la fluorescence. Expérimentalement, le déclin de fluorescence
est mesuré en collectant le nombre de photons recus en fonction du temps, & partir d’un instant t=0
ol un ensemble de molécules est porté & 'état excité. Cet instant t=0 est généralement l'instant de
déclenchement de la source laser. Etant donné que nous avons utilisé comme point de départ de nos
simulations un échantillon de géométries planes, représentatif de la région Franck Condon, le temps
t=0 des simulations peut étre associé a l'instant ol un ensemble de chromophores est porté a 1’état
excité. Chaque trajectoire représente alors I’évolution d’un chromophore. Or, pour le chromophore
de la GFP en solution aqueuse, la géométrie plane est fluorescente alors que la géométrie TWy est
non fluorescente. En supposant que si le chromophore atteint la géométrie TWe il retourne sans
émission de photon a I’état fondamental, le temps moyen & partir duquel le chromophore atteint
la géométrie TWe est donc une approximation grossiére de la durée de vie de 1'état excité [116, p
290]. Pour calculer le temps moyen pour lequel le chromophore atteint la géométrie TW¢ nous
avons calculé la distribution des temps de premier passage pi(t) sur 'ensemble des trajectoires.
Cette distribution est obtenue en faisant 'histogramme, sur ’ensemble des trajectoires, des temps
pour lesquels la trajectoire passe pour la premiére fois par la valeur 90°. Elle est présentée sur la
figure IIL.6.

La distribution des temps de premier passage est nulle & t=0, puis elle croit rapidement. Elle

présente un maximum aux alentours de 1.3 ps puis elle décroit et s’annule aux alentours de 8 ps. La
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Figure III.6 — Distribution des temps de premier passage & la géométrie TW¢ sur I’ensemble des
trajectoires.

valeur moyenne est de 2.5 ps. L’obtention d’une telle distribution nécessite un nombre important
de trajectoires, notamment pour les temps longs. C’est pour cette raison que nous avons eu besoin
de faire un grand nombre de trajectoires. Le fait que le maximum de cette distribution ne soit pas
en zéro est di au fait qu’il existe un temps minimum pour que le systéme atteigne la géométrie
TWy & partir de la géométrie plane. L’ordre de grandeur du maximum et de la valeur moyenne
est de quelques picosecondes et est donc en bon accord avec les temps de vie expérimentaux du

chromophore en solution [99].

En résumé, le champ de force que nous avons mis au point pour I'état électronique excité du
chromophore de la GFP conduit & une géométrie d’équilibre en phase aqueuse similaire & la géométrie
TWe. Le temps nécessaire au systéme pour atteindre cette géométrie est du méme ordre de grandeur
que les mesures expérimentales du temps de vie, du chromophore en solution aqueuse. Le champ de

force utilisé nous permet donc de représenter correctement la dynamique du chromophore.

¢) Calcul de profil d’énergie libre partielle

Nous avons calculé le profil d’énergie libre partielle en fonction de ¢ par la méthode du Umbrella
Sampling. Nous avons utilisé 23 simulations biaisées du chromophore de la GFP dans son état
électronique excité en phase aqueuse d’une durée de 1 ns chacune (aprés 100 ps de mise a I’équilibre).

Le potentiel de biais utilisé, V', comporte deux termes quadratiques :
VP = k(p1 — ¢0)” + k(2 — o — 180°)? (IIL.1)

ol 1 et yo sont associés aux angles diedres CA2-CB2-CG2-CD1 et CA2-CB2-CG2-CD2 (figure 1.6
page 20) qui permettent tous deux de mesurer 'angle de torsion . La constante de force k vaut
10 keal -mol ~!-rad ~2. oy prend une valeur différente dans chaque simulation biaisée et définit la

zone de l'espace des configurations que l’on souhaite échantillonner. Les valeurs de ¢g que nous
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avons utilisées sont comprises entre -200° et 20° et espacées de 10° ce qui nous donne 23 valeurs
correspondant aux 23 simulations biaisées effectuées. Le fait d’ajouter un potentiel de biais sur
deux angles diédres décrivant la torsion ¢ permet d’imposer un couple de force symétrique sur le

phénolate et évite ainsi des déformations non physique de ce cycle.
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Figure I11.7 — Courbes F; () d’énergie libre partielle de la coordonnée ¢ obtenues pour chaque simu-
lation biaisée. Pour chaque simulation biaisée, seules les valeurs de ¢ pour lesquelles ’histogramme
des valeurs de ¢ est supérieur & 5% de son maximum ont été reportées sur la figure.

La figure 1.7, présente les fragments d’énergie libre partielle obtenus & partir de chacune des simu-
lations biaisées, noté F;(¢), et de la simulation sans contrainte du chromophore en phase aqueuse.
Chacune des courbes F;(p) est obtenues a partir de 'équation 1.19 en utilisant ’histogramme des

valeurs de ¢ dans chaque simulation biaisée et est définie & une constante prés.

On remarque que les courbes F;(p) obtenues se recouvrent et sont paralleéles deux a deux dans
une gamme de valeurs communes de ¢. Pour deux simulations biaisées consécutives on a donc bien
échantillonné une zone commune de 'espace des configurations. Un écart de 10° entre deux valeurs
de g consécutives avec une constante de force de 10 keal -mol ~! nous permet donc de raccorder
les différentes courbes F;(¢) et obtenir le profil d’énergie libre partielle complet qui est présenté sur
la figure IIL.8.

Le profil d’énergie libre obtenu présente un minimum pour ¢=-90° et deux maxima en p=0° et
-180°. De plus, elle est légérement dissymeétrique. Les deux maxima sont situés 7.5 kcal - mol ~
et 7.8 kcal -mol ! au dessus de la géométrie de plus basse énergie. Le minimum d’énergie libre
correspond bien & la géomeétrie twistée TW alors que les deux maxima représentent la géométrie
plane ce qui est bien en accord avec les observations faites jusqu’a présent pour ces géométries
dans l'état électronique excité du chromophore de la GFP. Au paragraphe 1.4, différentes facons
permettant de raccorder entre elles les courbes d’énergie libre ont été présentées. Dans le cas du
chromophore en solution aqueuse l'utilisation de 'une ou 'autre des méthodes présentées conduit

aux meémes résultats. On observe qu’au voisinage de la géométrie plane le profil d’énergie libre
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Figure II1.8 — Profil d’énergie libre partielle en fonction de la coordonnée ¢ en phase aqueuse. La
courbe noire en pointillé et obtenue par symétrie par rapport a I’axe passant par p=-90°.

présente une pente faible conduisant préférentiellement au valeurs plus négatives de . Cette pente
justifie le fait que la majorité des trajectoires hors équilibre aient atteint une géométrie d’équilibre
proche de ¢p=-90°. Elle est probablement due au fait que la rotation du phénol autour de son axe
n’est pas équivalente suivant le sens de rotation. Cette dissymeétrie, peut provenir d'une part, du
fait que le chromophore n’est pas symétrique et, d’autre part, du fait que les charges effectives sur

le phénol ne sont pas exactement symétriques par rapport a 'axe du phénolate.

Le profil d’énergie libre présente également un faible décalage entre 0° et -180° (voir la courbe
en pointillé sur la figure 111.8). Ce décalage est probablement la conséquence de deux effets. Tout
d’abord, les courbes F;(¢) de la figure II1.7 ne sont pas parfaitement paralléles deux a deux. Il en
résulte une incertitude sur les constantes utilisées pour positionner les différentes courbes les unes
par rapport aux autres qui s’ajoute au fur et & mesure que ’on s’éloigne de la géométrie d’équilibre
(p=-90°). D’autre part, nous avons fait I’hypothése que les charges effectives sont indépendantes
de la géométrie du chromophore et nous avons utilisé celles obtenues pour ¢=0° pour toutes les
valeurs de . Il en résulte que ces charges ne sont pas adaptées pour la géométrie p=180° car le
chromophore n’est pas parfaitement symétrique par rapport a ’axe du phénolate. Cependant, cette
différence d’énergie libre n’est que de 0.3 kcal-mol ~! et est inférieure & la précision que Ion peut

attendre de ce type de calculs.

IT1.3.2 Simulation du chromophore de la GFP dans la protéine sans contrainte

La dynamique du chromophore dans le premier état électronique excité et & 'intérieur de la pro-
téine a été étudiée en réalisant une dynamique moléculaire de la GFP avec le champ de force du

chromophore présenté au paragraphe 1.3.4. Cette simulation est décrite et analysée ci-dessous.
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111.3.2.1 Coordonnées de départ

La structure RX de la GFP dans son état excité n’est pas disponible. Bien qu’il soit possible de
réaliser des expériences de diffraction de rayons X résolues en temps elles sont & 'heure actuelle
encore difficile & mettre en oeuvre [6, Chapitre 13]. Cependant, comme le temps caractéristique de
la fluorescence de la GFP n’est que d’environ 3 ns, il est raisonnable de penser que la structure de
la protéine est peu modifiée lorsqu’on passe & I'état excité. Comme nous l'avons vu au paragraphe
[I1.1.1 (page 106), le chromophore de la GFP existe sous deux formes : une forme neutre et une
forme anionique [97]. Pour simplifier notre étude, nous avons étudié le mutant S65T de la GFP dans
lequel la forme anionique du chromophore est fortement stabilisée et nous avons négligé I'existence
d’une forme neutre. Nous avons donc utilisé la structure RX de ce mutant (entrée IEMA [18] de la

Protein Data Bank) comme point de départ de nos simulations.

Nous avons choisi de placer ’ensemble des acides aminés acido-basiques dans leur état standard de
protonation & pH neutre ? sauf le chromophore qui est sous sa forme basique et ’acide aminé Glu222
sous sa forme acide. Glu222 est généralement considéré comme étant ’accepteur final de la chaine
de proton initiée par la perte du proton du phénol du chromophore. La position d ou € du proton

sur les histidines a été choisie de la méme fagon que ce qui avait déja été fait dans la référence [24].

111.3.2.2 Dynamique et environnement du chromophore

A partir des coordonnées initiales présentées au paragraphe précédent, nous avons minimisé I’énergie
potentielle du systéme et nous avons mis a ’équilibre la température et la pression du systéme. Puis
nous avons réalisé une simulation de la GFP avec le chromophore dans son état électronique excité

de 6 ns dans I'ensemble (N,P,T) & une température de 300 K et une pression de 1 atm.

La figure I11.9 présente ’évolution en fonction du temps du RMSd pour trois groupes d’atomes. La
partie de la trajectoire correspondante a la mise a l’équilibre de la température et de la pression
n’est pas présentée. Les courbes du RMSd obtenues pour ’ensemble des C,, constituant les feuillets
0 et I’hélice a, pour 'ensemble des C,, de la protéine et pour ’ensemble des atomes de la protéine
sont constantes tout au long de la simulation et oscillent respectivement autour de 0.8 A, 1.1 A et
1.7 A. Ces valeurs sont similaires & celles obtenues lors des simulations de la Cerulean (paragraphe
[1.2.3.2 et 11.2.5.2) ou dans d’autres études réalisées par simulation de dynamique moléculaire de la
GFP dans ’état électronique fondamental [24,75|. La structure est donc stable tout au long de la

simulation.

La figure II1.10 présente le réseau de liaisons hydrogéne calculé sur les 6 ns de la simulation de la
GFP avec le chromophore dans son état électronique excité. On observe que 'oxygéne du phénolate
est impliqué dans 3 liaisons hydrogéne stables avec les acides aminés Thr203 et His148 et avec une
molécule d’eau. Le réseau de liaison hydrogéne est peu différent de celui obtenu dans d’autres études

pour le chromophore anionique de la GFP a I’état fondamental [75,118,119] et des autres mutants de

2A pH neutre les acides aspartiques, acides glutamiques et les histidines sont sous leur forme basique tandis que
les lysines, les arginines et les tyrosines sont sous leur forme acide (annexe A.1).
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Figure II1.9 — Déplacement carré moyen en fonction du temps des C, des acides aminés qui forment
une structure secondaire de type hélice a ou feuillet 8 en noir, de I’ensemble des C,, en rouge et de
I’ensemble des atomes de la protéine en orange.

la GFP. Notamment, autour du cycle imidazolinone, on retrouve les liaisons hydrogéne habituelles
avec les acides aminés Arg96, GIn94 et Glu222. La faible différence de réseau de liaisons hydrogeéne
autour du chromophore entre I'état électronique excité et l’état électronique fondamental est en
partie due au fait que les charges des atomes du chromophore qui forment des liaisons hydrogéne,
sont peu modifiées lorsque le chromophore passe de son état électronique fondamental & 1’état

électronique excité (tableau I.1 page 25).

coordonnée © T DPYTapas PYToae
valeur moyenne 2° 1° 1° 0°
écart type 10° 5° 4° 4°

Tableau III.1 — Valeur moyenne et écart type des coordonnées ¢, T, pyro,o €t PyToaq qui concerne
le pont reliant les deux cycles aromatiques du chromophore.

Le tableau III.1 présente les valeurs moyennes et les écarts types des coordonnées impliquant les
liaisons du pont reliant les deux cycles aromatiques du chromophore. Les valeurs obtenues pour les
coordonneées T, PyT a9 €6 PYT o sont similaires a celles obtenues pour la simulation du chromophore
dans son état électronique excité en phase aqueuse (figure I11.4 b page 114). Cependant, contrai-
rement & la simulation en phase aqueuse ot la géométrie d’équilibre correspondait & la géométrie
twistée TWe (< ¢ >44=90°), on remarque que tout au long de la simulation dans la protéine, la
géomeétrie du chromophore est plane, < ¢ >y oteine=2°. Bien que le minimum de I’énergie poten-
tielle du chromophore dans son état électronique excité corresponde a la géométrie twistée TWep,
les contraintes stériques dues & la protéine imposent donc au chromophore de conserver une géo-

métrie plane. Cette observation est en accord avec le fait que dans la protéine le chromophore est
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Figure II1.10 — Réseau de liaisons hydrogéne dans l'environnement du chromophore obtenu a partir
de la simulation. Les fléches indiquent la présence d’une liaison hydrogéne et sont orientées du
donneur vers 'accepteur d’hydrogéne. Les nombres associés & chaque liaison hydrogéne indiquent
en pourcentage le temps pendant lequel la liaison hydrogéne existe.

fluorescent. Par ailleurs, les fluctuations de ¢ sont sensiblement plus grandes dans notre simulation
de la GFP avec le chromophore dans ’état électronique excité que celles des simulations de la GFP
avec le chromophore a ’état fondamental qui étaient de 'ordre de 7° [24,75]. Ceci est probablement
di au fait que les courbures de la surface d’énergie potentielle du chromophore au voisinage de la

géométrie plane sont différentes dans 1’état électronique fondamental et 1’état électronique excité.

La figure III.11 présente la trajectoire de la coordonnée ¢ sur les 6 ns de la simulation et l’histo-
gramme des valeurs de ¢ sur cette trajectoire. On remarque que ’histogramme est centré sur 0°
et que la trajectoire atteint rarement des valeurs supérieures & 30° en valeurs absolues. On observe
également que la trajectoire est 1égérement dissymétrique par rapport a la droite ¢=0°. Les confi-
gurations aux voisinages de la géométrie TWe ou dans une zone ol ¢ prend des valeurs comprises
entre 60° et 120° ne sont jamais ou que rarement échantillonnées. Les mouvements de torsion ¢ de
grande amplitude sont des événements rares & 1’échelle de notre simulation. Une méthode spécifique
doit donc étre mise en oeuvre afin de pouvoir I’étudier. Dans cette optique, nous avons mis en oeuvre
des simulations de dynamique moléculaire biaisées permettant d’échantillonner des zones de I'espace
des configurations dans lesquelles ¢ prend des valeurs proches de 90° et dans l'intervalle D—[60°;
120° ]. Ces valeurs correspondent aux situations favorables & une désactivation non radiative de

létat excité.

121



Chapitre III : Désactivation de la fluorescence de la Green Fluorescent Protein

a) b)
0.05—————7 \
45
@ | i
S 0,04 f
0
c | i
©
0
0,03 .
~
q) L ,
e
€ 0,02 -
©
> | i
o]
2 001 - .
2 001~ i
‘ | : |
ol L.-ll II- JC ! ! ! ! ! 1-75

-30-150 1530 O 1 2 3 4 5 6
¢ / degré temps / ns

Figure II1.11 — a) Histogrammes des valeurs de ¢ au cours de la simulation. b) Trajectoire de ¢ sur
les 6 ns de la simulation de la GFP avec le chromophore dans son état excité fluorescent.

IT1.3.3 Profil d’énergie libre partielle en fonction de ¢

Le calcul du profil d’énergie libre partielle en fonction de ¢ est plus complexe dans la protéine qu’en
phase aqueuse en raison de la présence d’un environnement du chromophore fortement inhomogéne
et des mouvements contraints des chaines latérales des acides aminés & l'intérieur de la protéine.
Dans ce paragraphe, sera détaillé le calcul du profil d’énergie libre partielle. Les difficultés liées a

ce type de calcul dans les systémes complexes comme les protéines seront mis en avant.

I11.3.3.1 Simulations moléculaires biaisées

Le potentiel de biais utilisé dans les simulations biaisées est le méme que celui que nous avons utilisé
en phase aqueuse (équation II1.1 page 116). Sur 'ensemble des simulations biaisées, ou fenétres, que
nous avons réalisées, nous en avons retenu 15 qui nous ont permis d’échantillonner ’ensemble du
domaine de ¢ allant de -90° & 90°. Le tableau III.2 résume les parameétres du potentiel de biais
utilisés (la valeur de la constante de force, k, et la position du minimum du potentiel ¢g), ainsi
que la durée de chaque simulation biaisée. Les histogrammes des valeurs de ¢ obtenus & partir de

chacune des simulations biaisées, appelés histogrammes biaisés, sont présentés sur la figure 111.12.

Nous avons réalisé les simulations biaisées consécutivement, en choisissant judicieusement une confi-
guration dans la fenétre réalisée avec une valeur de g inférieure (en valeur absolue) comme coor-
données de départ pour réaliser une nouvelle fenétre avec une valeur de ¢q plus importante. Ce point
est important car il garantit que la configuration de la fenétre ¢ utilisée comme point de départ pour
la fenétre ¢ + 1 avec le nouveau potentiel de biais n’est pas une configuration aberrante compte

tenu de ce nouveau potentiel. Cela permet d’éviter I'obtention de trajectoires non physiques. En
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i k(kcal-mol !-rad"2) gy  durée ik (kcal-mol '-rad %) ¢y durée
1 10.0 -120° 2 ns 10 10.0 20° 500 ps
2 10.0 -110° 2 ns 11 10.0 40° 500 ps
3 10.0 -100° 2 ns 12 10.0 50° 500 ps
4 10.0 -80° 1 mns 13 10.0 60° 1 ns

) 10.0 -70° 2 ns 14 10.0 65° 1 ns

6 20.0 -50° 2 ns 15 10.0 80° 1 ns

7 10.0 -40° 2 ns

8 20.0 -30° 1 ns

9 20.0 -20° 1 ns

Tableau II1.2 — Constante de force, k en kcal - mol ~ ! -rad ~2, et position du minimum, g du poten-
tiel de biais employé dans les simulations biaisées utilisées pour construire le profil d’énergie libre
en fonction de ¢ dans la GFP. La durée correspond au temps exploité dans chaque simulation.

pratique on utilise le fait que les histogrammes de ¢ pour deux fenétres consécutives se recouvrent

et on choisit une configuration de départ pour la fenétre i+1 dans cette zone de recouvrement.

Nous avons choisi les valeurs de la constante de force, k, et de la valeur g du potentiel de biais avec
lesquelles la simulation est effectuée de sorte que, d’'une part, I'histogramme biaisé de ¢ ne soit pas
centré sur une valeur trop éloignée de la valeur ¢y du potentiel de biais et, d’autre part, pour que
I’échantillonnage des configurations dans deux fenétres consécutives recouvre une zone commune de
I’espace des phases. Les durées des simulations ont également été adaptées pour remplir au mieux ces
deux conditions. En pratique, elles sont difficiles & obtenir, la description des problémes rencontrés

fera 'objet des paragraphes suivants.

Les histogrammes biaisés de la coordonnée ¢ recouvrent bien I’ensemble du domaine de variation
de ¢ (figure 111.12). De plus, on observe que les histogrammes de deux fenétres consécutives se
recouvrent deux a deux et que les histogrammes biaisés obtenus pour g = +20° recouvrent ’histo-
gramme de ¢ obtenu & partir de la simulation sans contraintes. Ces simulations peuvent donc étre

utilisée pour construire le profil d’énergie libre.

111.3.3.2 Déformations du chromophore et de la protéine

Pour chaque simulation biaisée, nous avons calculé les moyennes et les écarts types des coordonnées
P, T, PYTag €6 DYT oo Leurs variations en fonction du minimum du potentiel de biais, ¢q, sont
présentées sur la figure I11.13. Les points pour ¢g=0° correspondent aux valeurs obtenues pour la

simulation sans contrainte.

On remarque que la moyenne des coordonnées pyr o €t PyT o Teste proche de zéro quelque soit la
simulation biaisée. Les valeurs de la moyenne de 7 sont plus sensibles au potentiel de biais employé

mais elles restent toujours inférieure & 10° en valeur absolue. La moyenne de ¢ dans chaque fenétre
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Figure II1.12 — Histogrammes des valeurs de ¢ obtenues au cours des 15 simulations biaisées et de
la simulation sans contraintes (en noir).

suit relativement bien la droite < ¢ >=¢g. Grace au potentiel de biais employé et aux paramétres
du champ de force utilisés pour les coordonnées 7, pyr,, €t Pyray, nous avons donc bien imposé
une rotation du cycle phénolate autour de son axe CG2-CZ conduisant & une géométrie proche de
TWe (figure T11.1 page 108).

Dans chacune des simulations biaisées, nous avons également mesuré la variation du déplacement
carré moyen par rapport & la structure RX de la GFP. La figure II1.14 présente la variation du
RMSd en fonction de la moyenne des valeurs de ¢ pour I’ensemble des simulations biaisées que nous

avons effectué.

On remarque que le RMSd de ’ensemble des Ca de la protéine et des Ca des acides aminés formant
des feuillets @ ou I’hélice a centrale dépend peu de la fenétre que ’on considére. De plus, les valeurs
du RMSd sont peu différentes de celles obtenues au cours de la simulation de la GFP sans contrainte.
Le RMSd des atomes des acides aminés proches du chromophore et formant la cage dans laquelle
est confinée le chromophore présente une variation plus significative en fonction de la fenétre de
simulation et présente un minimum pour la simulation sans contrainte. De plus, on remarque que
les écarts types sont nettement plus faibles pour les valeurs de ¢g les plus faibles (en valeur absolue).
La structure de la protéine ne subit donc pas de déformation importante sous l’effet de la rotation
du cycle phénolate. On peut cependant noter des déformations plus importante de la cage entourant
le chromophore pour des fortes valeurs de la torsion ¢ qui traduisent le fait que lorsque le cycle
phénolate tourne sur son axe, il heurte certain acides aminés qui doivent se déformer pour que le

cycle puisse poursuivre sa rotation.
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Figure II1.13 — Variation de la valeur moyenne des coordonnées ¢ (en noir), 7 (en rouge), pyre o
(en vert) et pyrogy (en bleu) en fonction de la valeur du parameétre g du potentiel de biais. Les
points pour po=0° correspondent aux valeurs obtenues pour la simulation sans contraintes. Les
barres d’erreur représente les écarts type. Le trait pointillé représente la droite < ¢ >=¢y.

111.3.3.3 Identification des acides aminés génant la rotation du phénolate

Afin d’identifier les acides aminés qui génent la rotation du phénolate autour de son axe & l'intérieur
de la protéine, nous avons calculé le couple de force exercé individuellement par chaque acide aminé
et par le chromophore lui méme sur le cycle phénolate. Le couple de force I' s’exercant sur le cycle
phénolate est donné par I’équation

U Ulp+dp) —Ulyp) (I1L.2)

Cde S

r=

ou U est 'énergie potentielle totale du systéme. Pour chaque configuration extraite des simulations
biaisées listées dans le tableau II1.2, nous avons calculé le couple de force exercé par chaque acide
aminé sur le phénolate par différences finies en imposant manuellement une faible rotation du
cycle phénolate autour de son axe CG2-CZ. Les valeurs moyennes du couple de force des acides
aminés ayant une contribution majoritaire au couple de force total s’exercant sur le phénolate sont

présentées dans le tableau II1.3.

Le signe du couple de force a une signification importante. Pour des valeurs de ¢ négatives, une
valeur positive du couple de force correspond & un couple de rappel qui contribue donc & faire tendre
le chromophore vers une géométrie plane. Inversement pour des valeurs de ¢ positives, le couple de
force de rappel qui tend & contraindre le chromophore dans sa géométrie plane prend des valeurs
négatives. Quelque soit la fenétre que ’on considére le couple de force total est donc un couple de
force de rappel car il est positif pour des valeurs négatives de ¢ et il est négatif pour des valeurs
positives de . Inversement, le couple de force dii au potentiel intramoléculaire du chromophore
n’est pas un couple de rappel et induit des forces en faveur de la rotation du cycle phénolate.

Ces observations sont en accord, d’une part, avec le fait que le minimum du potentiel interne du
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p <0 >0

acide aminé  T'(kcal-mol ~!-degre ~1) acide aminé  T'(kcal-mol ~!-degre )

wo=-30° < >=-26.0° po—40° < >=29.5°
Wat374 0.07 Thr62 -0.11
Thr62 0.05 Thr203 -0.06
Chromophore -0.04 Chromophore 0.04
Wat370 0.01 Wat374 0.02
Thr203 -0.005 Wat370 -0.003
total 0.13 all -0.16
wo=-50° < >=-49.8° wo=60° < >=48.5°
Chromophore -0.10 Thr62 -0.16
Thr62 0.09 Chromophore 0.11
Thr203 0.02 Thr203 -0.09
Wat370 0.01 Wat370 -0.01
Wat374 0.01 Wat374 0.01
total 0.04 all -0.19
wo=-80° <o >=-T77.3° ©o=65° < >=62.3°
Thr62 0.09 Thr62 -0.15
Chromophore -0.07 Chromophore 0.12
Thr203 0.03 Thr203 -0.04
Wat370 0.02 Wat370 -0.02
Wat374 0.01 Wat374 -0.01
total 0.05 all -0.14

Tableau 111.3 — Valeurs moyennes des couples I' (kcal - mol ~L. degre 71) exercé sur le cycle phénolate
par les acides aminés proches du chromophore dans une sélection de simulations biaisées caractérisées
par la valeur ¢y du minimum du potentiel de biais. < ¢ > représente la valeur moyenne de ¢ dans
ces simulations. Les lignes intitulées “total” correspondent au couple total exercé par ’ensemble
des acides aminés de la protéine et des molécules d’eau cristallographiques. La ligne “chromophore”
correspond & la contribution du potentiel intramoléculaire du chromophore au couple total.
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Figure II1.14 — Variation de la moyenne du RMSd et de son écart type (barre d’erreur) en fonction
de la moyenne de ¢ dans chaque simulation biaisée pour (i) les Ca des acides aminés impliqués dans
les feuillets 3 et 'hélice « centrale (en noir), (ii) 'ensemble des carbone « de la protéine (en rouge)
et (ii) ’ensemble des atomes des acides aminés de la cage dans laquelle se trouve le chromophore
dans la protéine (en bleu) (acides aminés 61, 62, 63, 68, 69, 94, 96, 145, 148, 150, 165, 167, 183,
203, 205, 222, 224). Les points pour pg=0° correspondent aux valeurs obtenues pour la simulation
sans contrainte.

chromophore correspond a la géométrie twistée TWe dans laquelle ¢ prend des valeurs proches de
90° et, d’autre part, avec la géométrie d’équilibre plane obtenue pour la simulation dans la protéine
sans contrainte. Le couple de force intramoléculaire exercé par le chromophore n’est pas suffisant

pour contrer le couple de force créé par les autres acides aminés de la protéine.

On remarque également qu’un petit nombre d’acides aminés joue un role majeur dans le couple de
force total qui s’exerce sur le phénolate. Ils sont représentés sur la figure II1.15. Le type de molécule
exercant un couple de force majoritaire est trés différent selon le sens de rotation du phénolate.
Pour les valeurs positives de ¢, il s’agit essentiellement de deux acides aminés thréonine en position
62 et 203 qui sont situés de part et d’autre du cycle phénolate. Pour les valeurs négatives de ¢,
petites en valeurs absolues, c’est une molécule d’eau structurale, wat374 qui exerce le couple de
force le plus important. Pour des valeurs négatives, plus élevées en valeurs absolues, Thr62 exerce
un couple important ainsi qu’'une autre molécule d’eau structurale, wat370. Les molécules d’eau
concernées sont présentes dans la structure RX et sont confinées & l'intérieur de la protéine. Leur
déplacement est donc limité et nécessite de franchir des barriéres d’énergie potentielle élevées. Ce

point sera développé plus en détail par la suite.

111.3.3.4 Construction du profil d’énergie libre partielle

La figure I11.16 présente les courbes d’énergie libre partielle F;(¢) obtenues dans chaque simulation
biaisée (figure a) ainsi que le profil d’énergie libre partielle obtenu une fois qu’elles sont raccordées

(figure b). Le troisiéme graphique (figure c¢) compare les profils d’énergie libre partielle obtenus
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Figure I11.15 — Apercu du chromophore et des acides aminés et des molécules d’eau qui exercent un
couple important sur le phénolate, & gauche dans le cas de ¢>0° et & droite dans le cas de < 0°.

avec les deux fonctions de poids présentées au paragraphe 1.4.3 permettant de raccorder les courbes
Fi(p). Le profil d’énergie libre partielle, en rouge sur la figure I11.16 ¢, est fortement dissymétrique.
Il présente un minimum d’énergie libre correspondant & la géométrie plane du chromophore et
un plateau dans la zone ¢ €[-80°; -40° |. La géométrie TW¢ dans laquelle ¢—=90° se situe 4.2
ou 6.3 kcal-mol ~! au dessus de la géométrie plane suivant que l'on considére respectivement la
géométrie p—=-90° ou p=-+90°. On remarque également que 'emploi de I'une ou lautre des deux
méthodes pour raccorder les courbes F; () a peu d’effet sur I’allure globale du profil d’énergie libre
partielle. On vérifie ici qu’a partir d’un jeu de fenétres données, la suppression nette des extrémités
de I'histogramme biaisé de ¢ ou leurs prises en compte pondérées par la valeur de ’histogramme
(méthode proposée par McCammon et al [52]) sont équivalentes pour positionner les courbes F; ()

les unes par rapport aux autres.

Le profil d’énergie libre montre que la protéine contraint le chromophore a rester plan ce qui est en
accord avec le fait que la fluorescence soit intense dans la protéine et avec le signe des couples de
force calculés pour les différentes fenétres. La dissymeétrie de la courbe obtenue traduit directement
la différence des interactions mises en jeu suivant que le phénolate tourne dans le sens positifs ou
négatifs que nous avons identifié a 1’aide du calcul des couples de force au paragraphe précédent.

C’est une manifestations de I’hétérogénéité de ’environnement du chromophore.

Ce profil d’énergie libre souffre cependant de plusieurs défauts liés aux difficultés de ce type de calcul
dans un systéme complexe tel qu'une protéine. Tout d’abord, on remarque que dans la zone ou ¢
prend des valeurs comprises dans U'intervalle [-90°; -30° | les courbes F;(¢) ne sont pas paralléles
deux & deux. La barriére aux alentours de ¢ ~70° n’est pas clairement définie. En effet, dans cette
zone, les courbes F; () se croisent et cette barriére n’est pas présente en ¢ ~-110° alors que le profil
d’énergie libre devrait avoir une périodicité de m compte tenu de la symétrie du cycle phénolate.

Les origines de ces difficultés et certaines solutions sont présentées dans les paragraphes suivants.
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Figure I11.16 — a) Courbes d’énergie libre partielle en fonction de ¢ obtenues pour chaque simulation
biaisée listée dans le tableau II1.2. b) Profil d’énergie libre complet obtenu aprés a raccordé les
différents morceaux de la figure a). ¢) Comparaison du profil d’énergie libre partielle obtenu par la
méthode standard (en noir) et par la méthode de McCammon (en rouge). Les courbes noires en
pointillé correspondent & la courbe rouge translatée de +180°.
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111.3.3.5 Echantillonnage de configurations autour d’une barriére d’énergie potentielle

Pour des valeurs de ¢ positives, on a montré que le couple de force qui s’exerce sur le phénolate
est majoritairement di aux deux acides aminés thréonine situés de part et d’autre du chromophore
(figure TI1.15). La barriére située aux alentours de ¢ ~70° correspond au franchissement par le
phénolate du méthyle de Thr62. Cependant, ni le chromophore ni Thr62 n’étant fixes, la position
précise de la barriére est difficile & localiser. Pour calculer le profil d’énergie libre, la simulation doit
explorer une zone commune de ’espace des phases au cours de deux fenétre consécutives ce qui nous
permet alors d’imposer que les énergies libres partielles calculées dans cette zone & partir de deux
simulations différentes sont égales. Au voisinage d’une barriére, la continuité de la courbe F(¢) ne
peut étre assurée que si une ou plusieurs simulations échantillonnent les deux cotés de la barriére
au niveau du sommet. La difficulté pour obtenir un tel échantillonnage vient de la complexité de

la surface d’énergie potentielle et du faible volume de 'espace des phases associé au sommet de la

barriére.
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Figure I11.17 — a : Histogrammes biaisés des valeurs de ¢ obtenus pour quatre simulations biaisées
(courbes en trait plein). Les courbes en pointillé représentent les potentiels de biais utilisés. La
couleur de I’histogramme et du potentiel de biais associé correspondent. b : Courbes F; () obtenues
pour les quatre simulations biaisées dont les histogrammes biaisés sont présentés sur la figure a.

Pour illustrer ce point, nous avons comparé plusieurs potentiels de biais en faisant varier la position
du minimum et la constante de force, ou en utilisant une forme dans laquelle le potentiel est
constant sur une gamme de valeur de ¢ (en rouge, vert et noir sur la figure I11.17). Quelque soit la
simulation, la trajectoire de ¢ se localise d’un c6té ou de l'autre de la barriére. On échantillonne
alors des configurations meta-stables, le sommet de la barriére n’est jamais échantillonné (figure
[I1.17 b) et il est difficile de le localiser. En particulier, dans la simulation biaisée correspondant a
Ihistogramme bleu (figure II1.17), la trajectoire de ¢ explore un coté de la barriére au début de
la simulation puis 'autre coté dans la suite de la simulation, en passant une seule fois la barriére.
Nous avons cependant conservé les résultats de cette simulation car la courbe F;(p) est paralléle
avec les courbes F;(p) obtenues pour des fenétres situées avant et aprés la barriere (figure I11.17
b). Les deux situations échantillonnées semblent donc correctement représenter le systéme de part

et d’autre de la barriére.
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La présence de barriéres peut également induire un phénoméne d’hystérésis. Du fait de la présence
de barriéres, le systéme reste bloqué dans un région de ’espace des phases alors que cette région ne
correspond pas au bassin de plus basse énergie. Ce phénomeéne entraine une erreur sur la position
du maximum de la barriére et se manifeste par 'absence de périodicité dans notre profil d’énergie
libre. D’autre part, lorsque le systéme franchit la barriére, la cage formée par les acides aminés
entourant le chromophore se déforme légérement. Sur la figure I11.14 on voit que pour des valeurs
proches de p=>50°, le RMSd de la cage est plus élevé et notamment l’écart type est important ce
qui traduit une fluctuation importante de la structure de la cage. Une fois la barriére franchie, le
systéme s’est donc déformé et il ne revient pas & sa structure initiale du fait d’'un grand nombre
de minimum locaux sur la surface d’énergie potentielle. Il s’en suit un phénomeéne d’hystérésis qui
fait que le profil d’énergie libre partielle obtenu n’est pas périodique. De plus, la coordonnée ¢ est
couplée & d’autres mouvements de la protéine, notamment ceux des acides aminés Thr62 et Thr203
et de molécules d’eau cristallographiques, les échelles de temps propres & ces différents mouvements

étant du méme ordre de grandeur.

Ainsi, méme en contraignant la simulation & explorer un domaine restreint de valeurs de ¢, des
temps de simulations de quelques nanosecondes ne sont pas suffisants pour que le systéme explore le
goulot d’étranglement qui conduit d’un c6té & 'autre de la barriére. Une approche incluant plusieurs
contraintes bien choisies permettrait peut-étre de décrire correctement la barriere. Une méthode,
plus globale comme la métadynamique serait probablement la plus adaptée. Nous n’avons pas eu le

temps dans le cadre de ce travail de thése de la mettre en oeuvre.

I11.3.3.6 Bassins d’énergie multiples

Les difficultés rencontrées dans la zone ou ¢ prend des valeurs comprises dans l'intervalle [-90°;
-30° | sont dues a la présence des molécules d’eau structurales wat374 et wat370. Ces molécules
d’eau sont confinées a l'intérieur de la protéine et elles ont donc un mouvement limité car elles
se positionnent dans des bassins d’énergie relativement profonds grace a la formation de liaisons
hydrogéne (figure I11.10). Cependant, elles ne sont pas reliées de maniére covalente au reste de la
protéine et a cause des interactions répulsives dues a la rotation du phénolate elles peuvent franchir
des barriéres d’énergie potentielle pour se positionner dans un bassin d’énergie voisin laissant la
place au phénolate. Ce déplacement de wat374 est illustré par la figure I11.18. Il est la cause de la
présence du plateau observé sur le profil d’énergie libre entre -80° et -40°. En effet, pour des faibles
valeurs de ¢ (en valeur absolue) la molécule d’eau bloque la rotation du phénolate tandis que pour
des valeurs de ¢ entre -80° et -40° cette molécule d’eau s’est éloignée du phénolate qui est donc
plus libre. Les couples de forces calculés pour les simulations biaisées avec ¢g<0° traduisent bien
ces observations. Le couple de force exercé par wat374 est élevée pour la fenétre avec pg=-30° et
diminue fortement dans la fenétre avec ¢p=-50°. Les mouvements sur la coordonnée ¢ sont donc

fortement corrélés a la position de la molécule d’eau wat374.

On se raméne donc & une situation équivalente & celle rencontrée pour la barriére due & Thr62
mais dans ce cas, le probléme est lié & la barriére séparant les deux positions de wat374 et n’est

donc pas directement sur la coordonnée . Pour que deux simulations biaisées échantillonnent des
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Figure IT1.18 — Déplacement de la molécule d’eau wat374 di & la rotation du cycle phénol. Les
points rouge et vert correspondent respectivement aux positions de I’atome d’oxygéne de wat374 au
cours des fenétres correspondant & pg=-20° et pu=-80°.

configurations dans une zone commune de I'espace des phases il est nécessaire que la molécule d’eau
wat374 explore ses deux positions d’équilibre. Il est donc nécessaire d’échantillonner correctement
la barriére entre ces deux positions. Or, compte tenu de la profondeur des bassins d’énergie libre
dans lesquels se trouvent ces molécules d’eau, I’échantillonnage de plusieurs bassins au cours d’'une
simulation n’est pas envisageable nous avons alors utilisé un potentiel de biais portant sur la po-
sition de wat374. Avec AMBER, on ne peut pas ajouter un potentiel de biais directement sur des
coordonnées cartésiennes. Nous avons donc ajouté un potentiel de biais sur la distance entre ’atome
de carbone CA2 du chromophore et I’atome d’oxygéne de la molécule d’ean wat374, dq o yyg74, afin
de contraindre wat374 loin du chromophore. Le potentiel de biais a été choisi a partir de la figure
II1.18 de sorte que wat374 se place dans la zone correspondant & sa position d’équilibre loin du

chromophore (points vert).

Sur la figure II1.19, nous avons représenté la corrélation entre les valeurs de ¢ et les valeurs de la

distance dy 5 yg74 dans la simulation de la GFP sans contrainte et avec le potentiel de biais suivant

7.0 (dCAQ_W374 — 4.5)2 si dCAZ—W374 < 4.5 A
Vb(dCA27W374) = 0 si4.5 < docas—wsra < 5.5 A (1I1.3)

7.0 (dcaz—wsra — 5.5)% sidcaz—wsma > 5.5 A

On remarque que dans les configurations ot dqy 4 yya74 €St inférieure a 4.5 A, ¢ prend des valeurs
comprises entre -30° et 30° alors que dans les configurations ot d 9 yy374 €St supérieure a 4.5 A o
prend des valeurs pouvant aller jusqu’a -100°. Il suffit donc que la molécule d’eau wat374 s’éloigne
du phénolate pour qu’il ait une grande liberté de mouvement. Dans la simulation de la GFP sans
contrainte, on observe que la simulation explore quelques fois des configurations dans lesquelles ¢

prend des valeurs inférieures & -45° (figure II1.11 page 122 aux alentours de 0.5 ns et de 2 ns). On
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Figure II1.19 — Corrélation entre ¢ et la distance entre 'atome de carbone CA2 et 'atome d’oxygéne
de wat374 dans la simulation de la GFP sans contrainte (en noir) et dans une simulation biaisée
dans laquelle wat374 est éloignée du phénolate.

voit sur la figure I11.19 que ces configurations correspondent en fait & des situations ou la molécule

wat374 s’est éloigné du phénolate.

Cette observation peut étre mise & profit pour calculer le profil d’énergie libre partielle en fonction de
w. Il faudrait commencer par calculer le profil d’énergie libre partielle en fonction de la coordonnée
deaowsarg qui nous donnera la différence d’énergie libre entre les deux positions de la molécule
d’eau wat374. On pourrait alors positionner 'une par rapport a l'autre les courbes F(¢) obtenues
respectivement dans la simulation sans contrainte et dans la simulation dans laquelle on a contraint
wat374 a s’éloigner du chromophore. Cependant, ’échantillonnage des configurations dans lesquelles
deagwarq €St supérieur a 4.5 A dans la simulation de la GFP sans contrainte est trop faible pour
pouvoir raccorder les courbes F(d a9 ysa74) Obtenues dans cette simulation et dans la simulation
dans laquelle nous avons poussé wat374. Une étude complémentaire est donc nécessaire afin de
calculer le profil d’énergie libre partielle en fonction de diy 4 yyg74- Ce calcul devrait nous permettre
d’échantillonner correctement toutes les positions de wat374 quelque soit la valeur de ¢ et ainsi

éliminer les problémes de raccord que nous avons rencontré.

Dans la littérature, 'algorithme WHAM pour Weighted hystogram Analysis Method [53] est souvent
mentionné pour calculer des profils d’énergie libre & partir de simulations biaisées et éventuelle-
ment & différentes températures dans des systémes biologiques. Il est basé sur un calcul différent
des constantes permettant de raccorder les courbes F;(p) entre elles. L’algorithme minimise I'in-

certitude sur le profil d’énergie libre obtenu & partir d’un ensemble de simulations et conduit & une
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équation auto-cohérente qui doit étre minimisée par itérations successives. Nous n’avons pas utilisé
cet algorithme mais il parait peu probable qu’il permette de résoudre les problémes rencontrés ici.
En effet, les principaux avantages de I'algorithme WHAM sont qu’il permet de minimiser et d’éva-
luer les erreurs statistiques dues a la taille des échantillons, et ne sont pas en liens avec les problémes

lies & ’échantillonnage de configurations au voisinage d’une barriére d’énergie potentielle.

II1.4 Calcul du déclin de la fluorescence

Le profil d’énergie libre partielle obtenu au paragraphe I11.3.3 nous donne la densité de probabilité
que le chromophore anionique de la GFP dans son état électronique excité, a l'intérieur de la
protéine, adopte une géométrie avec une valeur de ¢ donnée. Il nous permet de calculer la probabilité
d’obtenir des configurations dans lesquelles, en accord avec le schéma de Martin et al [49] (figure
[I1.2 page 109), le chromophore a une probabilité non nulle de retourner a I'état fondamental sans
émettre de photon (figure II1.20).
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Figure I11.20 — Représentation, de I'intervalle D dans lequel une désactivation non radiative de ’état
électronique excité par conversion interne est possible (en bleu) et de la position de la géométrie
TWe (en rouge) a partir de laquelle le systéme peut atteindre une intersection conique et revenir
a l’état fondamental de maniére non radiative. La courbe noire représente le profil d’énergie libre
partielle F(¢p).

Nous nous sommes intéressés au calcul du rendement quantique de fluorescence et du déclin de
la population de I’état excité fluorescent du chromophore de la GFP en incluant I'un des deux

mécanismes de désactivations suivants :

e une désactivation de ’état excité fluorescent par conversion interne pour des géométries dans
lesquelles I’angle de torsion ¢ prend des valeurs dans l'intervalle D=[60°; 120° | (figure I11.20).

Ce mécanisme sera nommé “mécanisme de désactivation par conversion interne”.
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e une désactivation de I’état excité fluorescent par 'intermédiaire de l'intersection conique iden-
tifiée par Martin ef al qui peut étre atteinte & partir de la géométrie TW¢p dans laquelle ¢
vaut 90° (figure 11I.1 page 108). Ce mécanisme sera nommeé “mécanisme de désactivation par

une intersection conique”.

Cette partie présente dans un premier temps les modeéles cinétiques que nous avons utilisé. Ensuite,
I'utilisation de la dynamique Brownienne pour alimenter les différents parameétres de ces modéles
sera détaillée. Enfin, le rendement quantique de fluorescence, ¢y, et le déclin de la population de

I’état excité seront calculés.

IT1.4.1 Modéle cinétique de 1’état excité fluorescent

Pour calculer les constantes de vitesses des deux mécanismes de désactivation non radiatifs que
nous avons considérés, nous avons construit deux modéles cinétiques différents. En effet, les deux
mécanismes de désactivation ne peuvent pas étre traités de la méme maniére. Pour le mécanisme
de désactivation par une intersection conique, un seul point du domaine de variation de ¢ est
intéressant. C’est celui pour lequel on se trouve dans la géométrie TWe (figure II1.1 page 108). A
I'inverse, pour le mécanisme de désactivation par conversion interne, une désactivation non radiative
peut avoir lieu sur un ensemble de valeurs de ¢ comprises dans l'intervalle D. Cette différence dans

le type de domaine de valeurs de ¢ que ’on doit considérer impose une différence de traitement.

I1I1.4.1.1 Cas du mécanisme de désactivation par conversion interne

Soit N (t) la population de protéines dont le chromophore est dans le premier état électronique excité
au temps t. En considérant que les deux seuls mécanismes de retour a 1’état fondamental sont une
désactivation radiative, la fluorescence, et une désactivation non radiative par conversion interne,

Pévolution de la population N(t) est donnée par

dN(t)
dt

=~y N(t) = 1 Q(1) (1r1.4)

ou k, est la constante de vitesse de la fluorescence de 1’état excité et u est la probabilité qu'une
désactivation non radiative par conversion interne ait lieu par unité de temps. La fonction Q(t)
représente la population de chromophores qui satisfont les deux conditions suivantes au temps t :
la valeur de la torsion ¢ est comprise dans 'intervalle D et le chromophore est toujours dans son

état électronique excité (aucune désactivation radiative ou non radiative n’a eu lieu).

Pour évaluer la fonction Q(t), nous avons supposé la relation suivante

Q(1) _ Qrot(t)
N(t) N(0)

(11L5)

ol Qo (t) est la population de chromophores tels que ¢ soit compris dans U'intervalle D indépendam-
ment des mécanismes de désactivation. Cette relation suppose que la dynamique de la coordonnée

@ alétat excité est indépendante du déclin de la population de I’état excité (évolution de P(t)). On
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suppose donc que la probabilité que le chromophore retourne a I’état fondamental & un instant t,
quelque soit le mécanisme, est indépendante de la dynamique de ce chromophore & ce méme instant.

On peut alors écrire I’équation 111.4 de la fagon suivante

dN(t)
dt

= —k; N(t) — pq(t) N(t) (111.6)

ou la fonction ¢(t) est la proportions de chromophore dont la coordonnée ¢ est comprise dans

I'intervalle D au temps t.

Nous avons extrait la valeur de u des travaux expérimentaux réalisés par Gepshtein et al [101]. Ces
auteurs ont mesuré expérimentalement le déclin de la fluorescence du chromophore anionique de
la GFP en solution pour différentes températures et des solvants constitués d’'un mélange d’eau et
de glycerol. Ils utilisent ensuite un modéle cinétique qui leur permet de décrire un mécanisme de
désactivation de la fluorescence par conversion interne. A l'aide de ce modéle et de leurs données
ils ont calculé la constante de désactivation non radiative en fonction de la température. Dans
notre modeéle nous avons utilisé une borne supérieure de la valeur calculée par Gepshtein et al,
pu=48ns~!. De plus, nous avons supposé que ju est indépendant de ¢ dans I'intervalle D est qu’il
est nul partout ailleurs. Cette derniére approximation suppose que les surfaces d’énergie potentielle
de I’état électronique excité et de I'état électronique fondamental du chromophore sont paralléles
dans l'intervalle D. Cette hypothése se vérifie sur les calculs ab initio au niveau CASSCF//CASPT2

réalisés par Toniolo et al [48].

111.4.1.2 Cas du mécanisme de désactivation par une intersection conique

Dans ce mécanisme, le retour & I’état fondamental se fait vwia une intersection conique qui est
accessible & partir de configurations du systéme correspondant & la géométrie TWe dans laquelle
o vaut £90°. La géométrie TWe peut en fait étre considérée comme un état de transition. Dans
la théorie de 1’état de transition la probabilité pour qu’une désactivation non radiative ait lieu
est proportionnelle & la probabilité que le systéme atteigne la géométrie TWe au temps t. Cette

probabilité est donnée par la distribution des temps de premier passage a la géométrie TWe.

Cependant, nous ne nous sommes pas placés dans les mémes hypothése que celles de la théorie de
I’état de transition. Nous avons considéré, qu’une fois que le systéme atteint la géométrie TWe il
retourne a I’état fondamental avec une probabilité A différente de 1. Ce terme inclut la probabilité
pour que lorsque le systéme atteint la géométrie TWe, il accéde a l'intersection conique et retourne
a I'état fondamental. Du fait que la probabilité A n’est pas égale & 1, nous avons considéré que le
systéme peut passer plusieurs fois a la géométrie TW¢ (dans la théorie de 1’état de transition on
considére que toutes les trajectoires qui atteignent 1’état de transition sont efficaces). L’évolution

de la population N(¢) de chromophore a 1’état électronique excité est alors donnée par

dN(t)
dt

= —k. N(t) = > X' pa(t) N(0) exp(—ky t) (IIL7)

ot les fonctions p,(t) sont les distributions des temps de n®™° passage a la géométrie TWe. Ces
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distributions sont une généralisation de la distribution des temps de premier passage et permettent
de modéliser le fait que le systéme peut passer plusieurs fois & la géométrie TW. Le dernier facteur,
N(0)exp(—k,t) est la population de protéine dont le chromophore est encore & l'état excité si le

seul mécanisme de désactivation possible était la fluorescence.

Afin de pouvoir calculer le déclin de fluorescence et le rendement quantique de fluorescence en
prenant en compte I'un ou l'autre de ces deux mécanismes il faut résoudre les équations II1.6 et
III.7. Dans le cas du mécanisme de désactivation par conversion interne (équation IIL.7) il reste
a déterminer la fonction ¢(¢). Dans le cas du mécanisme de désactivation par une intersection
conique (équation II1.7) il faut déterminer les distributions p,(t). Ces deux quantités ne peuvent
ni étre obtenues par une simulation de dynamique moléculaire, ni directement & partir du profil
d’énergie libre partielle car nous avons vu que le mouvement que l'on cherche & modéliser est un
événement rare par rapport aux échelles de temps de la dynamique du systéme (paragraphe 111.3.2
page 118). En effet, les zones de l'espace des configurations dans lesquelles la probabilité pour que
le chromophore retourne & 1’état fondamental est non nulle ne correspondent pas & la géométrie
d’équilibre du systéme (figure I11.20 page 134). Nous avons évalué la hauteur des barriéres que
Pon doit franchir pour atteindre ces configurations a ’aide du profil d’énergie libre partielle F(y)
et on voit clairement qu’elles sont au moins 8 fois supérieures a I'énergie thermique (& 300 K,
kg T vaut environ 0.6 kcal -mol ~1). Pour obtenir un échantillonnage suffisant des mécanismes de
désactivation que 'on considére, il est donc nécessaire d’utiliser une description du systéme moins
détaillée, permettant d’obtenir des information & une échelle de temps qui correspond & celle des
mouvements que ’on souhaite étudier. En considérant que la coordonnée ¢ est la coordonnée de
réaction, nous avons mis en oeuvre des simulations de dynamique Brownienne de cette coordonnée

qui nous ont permis de calculer la fonction ¢(t) et les distributions p, (%).

I11.4.2 Echantillonnage d’événement rare par dynamique Brownienne

La dynamique Brownienne est basée sur la séparation de 1’ensemble des coordonnées du systéme
en deux groupes. Le premier groupe contient les coordonnées du systéme qui décrivent la réaction
chimique ou la déformation que 1’on considére (les coordonnées de réaction). Le mouvement le long
de ces coordonnées se déroule a une échelle de temps qui est celle du mécanisme étudié et qui est
généralement plus longue que celle de la dynamique du systéme autour de sa position d’équilibre. Le
second groupe contient les autres coordonnées pour lesquelles le temps caractéristique du mouvement
est plus court que celui des coordonnées de réaction. Ce groupe contient les coordonnées peuvent étre
décrits par un effet moyen. La principale approximation que I’on fait lorsqu’on utilise la dynamique
Brownienne consiste & ne considérer que la dynamique des coordonnées de réaction et & modéliser
les autres coordonnées par une force de friction et une force aléatoire. Ces deux forces modélisent

les échange d’énergie entre les coordonnées de réaction et les autres coordonnées du systeme.

Dans notre cas, nous considérerons la torsion ¢ comme coordonnée de réaction. Comme on considére
une torsion, les forces sont remplacées par des couples de forces et la masse est remplacée par

un moment d’inertie, noté I. L’équation de Langevin qui remplace I’équation de Newton pour la
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dynamique Brownienne s’écrit alors

I$=T(p) = fo+T (111.8)

ot f est le coefficient de friction, I'(¢) est le couple de force qui dérive du potentiel dans lequel évolue
la coordonnée ¢ et I est un couple aléatoire. Un apercu plus général de la dynamique Brownienne et
de la résolution numérique de I’équation I11.8 sont donnés en annexe C. Le coefficient de diffusion, D,
est généralement plus utilisé que le coefficient de friction. Notamment dans le calculs des coefficients
de transport en phase condensée. Dans le cas d’un mouvement de rotation, le coeflicient de friction

est relié au coefficient de diffusion par la relation [120, p 93]

_ kpT
S

Dans notre étude du mouvement de rotation du phénol autour de son axe, le terme de friction est

D

plus adapté. La force de friction représente effectivement une force de frottement fluide entre les
atomes du phénolate et 'environnement du chromophore alors que les coefficients de diffusion sont
plus adaptés dans le cas de I’étude de phénomeéne de transport. Nous utiliserons cependant le terme

de coefficient de diffusion qui est plus généralement employé.

Le moment, d’inertie est obtenu par la relation
I = Zml r2
i

ou la somme porte sur les atomes du cycle phénolate, m; est la masse de 'atome i et r; est la
distance & ’axe passant par les atome CG2 et CZ. La torsion ¢ correspond & une rotation du cycle

phénolate autour de cet axe qui est un axe de symétrie.

Le couple de force I'(p) doit représenter le potentiel dans lequel évolue la coordonnée ¢ en faisant
une moyenne sur toutes les configurations du systéme a une valeur de ¢ donnée. Il correspond en
fait au profil d’énergie libre F(p) que nous avons calculé au paragraphe précédent I11.3.3. Dans
notre cas, il représente l'effet de la protéine sur la coordonnée . Le couple de force est alors obtenu

par la relation

de

Pour calculer cette dérivée, nous avons utilisé une expression analytique du profil d’énergie libre
partielle que nous avons ajusté sur la courbe de la figure II1.16. Nous avons utiliser une expression
telle que le profil d’énergie libre et donc le couple de force soient périodique, de période w. Cette

périodicité est justifiée par la symétrie du cycle phénolate.

Cette modélisation treés simple du systéme dans laquelle on ne considere plus qu’une seule coordonnée
nous permet d’augmenter largement les échelles de temps de simulations tout en conservant 1'effet
de la protéine sur la dynamique de la coordonnée de réaction ¢. Pour faire les simulations de

dynamique Brownienne de la coordonnée ¢ nous avons écrit un programme utilisant les équations
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présentées en annexe C. Cependant, il reste & définir le couple de force de friction et le couple de
force aléatoire présentés dans I’équation II1.8. Ces deux termes dépendent de deux paramétres : le
coefficient de diffusion D et le pas de temps 6t utilisé pour l'intégration de la dynamique. Les deux

paragraphes suivants traitent de la détermination de ces deux grandeurs.

I11.4.2.1 Calcul d’un coefficient de diffusion

Nous avons utilisé deux approches différentes pour calculer le coefficient de diffusion qui sont décrites
ci-dessous. La premiére utilise une fonction d’auto-corrélation, la seconde plus originale utilise la

vitesse moyenne limite du systéme.

a) Utilisation des fonctions d’auto-corrélation
La méthode la plus courante pour calculer un coefficient de diffusion consiste & utiliser la fonction

d’auto-corrélation des fluctuations d’une coordonnée a ’équilibre [121, p 60|. Elles sont calculées
& partir de simulations de dynamique moléculaire non contraintes, telles que celles décrites au
paragraphe II1.3.2. Une hypothése est cependant nécessaire sur la forme du profil d’énergie libre
partielle. On va supposer que celui-ci a une forme quadratique, de constante de force k. Le couple

de force T'(p) est alors donné par

I(p) = —k(v — o) (11L.9)

ol g est la position du minimum du profil d’énergie libre qui est égale a la moyenne de ¢ sur la
simulation sans contrainte. Cette approximation est valable si on considére les valeurs de ¢ petites
en valeur absolue qui sont celles que l'on obtient effectivement par une simulation sans contrainte
(figure II1.11 page 122).

La fonction d’auto-corrélation a ’équilibre des fluctuations de la coordonnée ¢ est calculée & partir

d’une trajectoire de dynamique moléculaire. Elle est donnée par la relation

ciy — L) 9 (plta +0) - ), —_—
T

oll P est la moyenne de ¢ sur I’ensemble de la simulation et la moyenne sur ¢y porte sur une succession
de conditions initiales réguliérement espacées le long de la trajectoire. Pour t=0, le numérateur de
I’équation II1.10 est égal aux fluctuations de ¢ sur la simulation et la fonction d’auto-corrélation
est égale a 1 . On dit qu’elle est normalisée. En pratique on utilise une trajectoire finie pour
calculer la fonction d’auto-corrélation et on parcourt la trajectoire pour faire une moyenne sur tg.
En conséquence, la statistique est grande pour des temps t courts mais généralement faible pour
des temps t longs. Cependant, la fonction d’auto-corrélation devrait tendre rapidement vers zéro et
seul les temps courts sont intéressants. Un exemple de fonction d’auto-corrélation est présentée sur
la figure I11.21.
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Si on multiplie par ¢(tp) I’équation II1.8 et que l'on fait une moyenne sur ¢y, par exemple sur un

grand nombre de trajectoires, on obtient

[E(#) = —kC(t) — kB—TC’( 0

Le terme correspondant au couple aléatoire T’ s’annule. En effet, les variations de T et de o(to)
ne sont pas corrélées et la moyenne de leur produit est donc égal au produit de leur moyenne. Or
la moyenne de ' est nulle par construction (équation C.3 annexe C). En intégrant, cette équation
entre t=0 et t=-o0, et en utilisant le fait que C(0)=1, C(c0)=0, C(0)=0 et C(c0)=0, on obtient

que
kT
|, cwn =3
Dk
Les valeurs de C(0), C(c0) et C(00) utilisées sont une conséquence directe de la définition de la
fonction d’auto-corrélation qui vaut 1 en t=0 et s’annule & l'infini (figure I11.21). De plus, si on
remplace ¢ par —t dans 1’équation II1.10, on voit que C(t)=C(—t). La fonction d’auto-corrélation
est donc une fonction paire et est symétrique par rapport & ’axe des ordonnées. De ce fait la dérivée
en 0 de la fonction C(t) est nulle. On peut donc calculer le coefficient de diffusion D, connaissant
la constante de force k et en calculant 'intégrale de la fonction d’auto-correlation des fluctuations
de ¢.
1 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 300

C() / sansunité
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Figure 111.21 — Fonction d’auto-corrélation C(t) de la coordonnée ¢ sur une trajectoire dans l’en-
semble (N,V,E) a I’équilibre (en noir). La courbe rouge est l'intégrale de la fonction C(t) entre 0 et
t.

La figure II1.21 présente la fonction d’auto-corrélation obtenue sur une trajectoire de 1 ns dans

Pensemble (N,V, E) ? et l'intégrale de cette fonction. On remarque que la fonction d’auto-corrélation

L utilisation de simulations dans l’ensemble (N,V,E) est recommandé pour calculer des fonctions d’auto-
corrélation. En effet, le couplage du systéme avec un thermostat ou un barostat induit une corrélation artificielle
dans les trajectoires car le contréle de la température ou de la pression entraine une modification des vitesses pi des
positions a intervalle régulier.
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se rapproche de 0 en une centaine de femtosecondes mais que contrairement & ce qui est attendu
elle n’oscille pas exactement autour de 0. Ceci explique le fait que l'intégrale de la fonction d’auto-
corrélation diverge et ne permet pas de calculer un coefficient de diffusion. Nous avons fait plusieurs
essais pour améliorer le calcul de la fonction d’auto-corrélation qui n’ont pas été concluants et nous

avons envisagé une autre approche pour calculer le coefficient de diffusion.

b) Utilisation de la vitesse limite

Pour calculer le coefficient de diffusion, nous avons étudié par simulation de dynamique moléculaire
la relaxation du systéme a partir de configurations dans lesquelles le chromophore prend des valeurs
de ¢ proches de 40°. Nous avons réalisé un ensemble de 260 trajectoires sans contrainte sur la
coordonnée ¢ a partir de configurations que nous avons extraites des simulations biaisées présentées
au paragraphe I11.3.3. Les valeurs de ¢ dans ces configurations sont en moyenne de 43° avec un
écart type de 2°. La figure I11.22 présente [’évolution en fonction du temps de la moyenne de ¢ sur

I’ensemble des trajectoires.

50 T T T T T T T

N w B
o o o

<¢p>(t) / degré

=Y
o

1 l 1 l 1 l 1
%,O 0,5 1,0 1,5 2,0
temps / ps

Figure 111.22 — Valeur moyenne < ¢ >(t) sur une ensemble de trajectoires hors équilibre ayant
comme point de départ des configurations dans lesquelles ¢ ~40°.

La trajectoire moyenne, < ¢ >(t) décroit rapidement et prend des valeurs inférieures a 10° apres
seulement (.25 ps. Le systéme revient donc rapidement dans la zone de valeur de ¢ qui correspond
a la région échantillonnée par la simulation sans contrainte présentée au paragraphe I11.3.2. Cepen-
dant, la valeur de < ¢ > ne se stabilise pas autour de 0°. Le systéme est probablement bloqué dans
un minimum local de la surface d’énergie potentielle et le retour dans le minimum global serait

probablement observé en faisant des simulations beaucoup plus longues.

On remarque également que la courbe < ¢ >(t) est linéaire entre t=0 et ¢t=0.25 ps (droite rouge
sur la figure I11.22. La vitesse de < ¢ >(t) a atteint une valeur limite que l'on peut utiliser pour
calculer le coefficient de diffusion. En effet, cette vitesse limite traduit le fait que la dynamique du

systéme a atteint un régime dans lequel elle est limitée par la diffusion. Si on fait une moyenne sur
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un ensemble de trajectoires de 1’équation de Langevin (équation I11.8), on obtient la relation

d? kpT d
I—<p>=<T > ——— < p>
ot le terme correspondant au couple de force aléatoire I’ s’annule étant donné que sa moyenne est
nulle (équation C.4 annexe C). En supposant que la vitesse de < ¢ >(t) a atteint sa valeur limite,
alors < ¢ >(t) est linéaire et la dérivée seconde s’annule. On obtient alors I’expression de la vitesse

moyenne limite donnée par ’équation II1.12.

d D

—<p>=——=<I'(p) > I11.12
i it <T@ (LIL.12)
On utilise maintenant le fait que la courbure du profil d’énergie libre est faible dans l'intervalle
[0°; 40° | (figure III.16 page 129) ce qui nous permet de poser que < I'(¢) >~ T’y ou I’y est
indépendant de ¢. Dans cette hypothése, la vitesse moyenne de < ¢ > atteint une valeur limite qui

est donnée par 1’équation

d _,on Py
at S Y7 kT 0

On obtient alors la valeur suivante du coefficient de diffusion :
D = 2. 10" rad?s7!

Cette valeur est en bon accord avec celles obtenues pour la rotation du cycle phénol d’une tyrosine
dans une protéine bovine [122] (2.10 ™ rad?s ~1) et pour la dynamique d’un peptide d’alanine en so-
lution aqueuse [123] (1.510 ' rad?s ~1) calculées a partir de fonction d’auto-corrélation a I’équilibre.
La comparaison de la moyenne des trajectoires de relaxation du systéme, obtenues par dynamique
moléculaire et par dynamique Brownienne avec la valeur calculée du coefficient de diffusion, montre

que V’échelle de temps du retour a I’équilibre est bien reproduite (figure I11.23).

L’utilisation de la relaxation du systéme pour déterminer le coefficient de diffusion est bien adaptée
au fait que 'on souhaite étudier la dynamique de la coordonnée sur 'ensemble de son domaine de
variation et pas seulement pour des valeurs proches de I’équilibre. En effet, cela nous permet de
prendre en compte la diversité de 'environnement du chromophore suivant la valeur de ¢. Cepen-
dant, plusieurs effets sont négligés. Tout d’abord, nous avons utilisé uniquement des trajectoires
de la relaxation du chromophore pour lesquelles dans la configuration de départ, la valeur de ¢
est positive. Or nous avons vu au paragraphe 111.3.3 que effet de 'environnement est fortement
dissymétrique pour des valeurs de ¢ supérieures a 40° (en valeur absolue). D’autre part, nous avons
choisi de prendre un coefficient de diffusion indépendant de . Cette approximation suppose que

I’environnement du chromophore est homogeéne quelque soit la valeur de ¢.

c) Effet du coefficient de diffusion sur la distribution des temps de premier passage
Nous avons calculé les distributions de temps de premier passage a la géométrie TW¢ pour plusieurs

valeurs du coefficient de diffusion. Ces calculs nous permettront d’évaluer leurs sensibilité en fonction
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Figure I11.23 — Comparaison de la moyenne des trajectoires obtenues par dynamique moléculaire et
par dynamique Brownienne avec un coefficient de diffusion de valeur D = 2. 10! rad?s~!

du coefficient de diffusion afin de vérifier s’il doit étre obtenu avec plus de précision. Les distributions

obtenues sont présentées sur la figure I11.24. Elles ont été calculées en réalisant 10 ° trajectoires de

30 ns et en enregistrant pour chaque trajectoires le temps de premier passage a la géométrie TWe.

0,15

D=21d's"

D=1510"s"

! [ 1

!

|
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Figure I11.24 — Distribution des temps de premier passage a la géométrie TWe

Les distributions des temps de premier passages a la géométrie TW¢ sont peu sensibles & la valeur

du coefficient de diffusion. En effet, une variation de 25% de la valeur du coefficient de diffusion

modifie peu la distribution des temps de premier passages a la géométrie TW. Il semble donc que la

dynamique Brownienne soit gouvernée par le couple de force I'(¢). La valeur de D= 2. 10* rad?s~!

a donc été retenue pour les simulations de dynamique Brownienne.
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111.4.2.2 Choix du pas de temps

Le pas de temps, dt, est crucial pour les simulations de dynamique Brownienne car la largeur de la
distribution de probabilité qui est utilisée pour calculer les déplacements aléatoires des coordonnées
et des vitesses dépend de 6t (équation C.9 179). L utilisation de valeurs de 0t trop grandes peut

conduire & un échantillonnage non physique. Cet effet est illustré sur la figure 111.25.

ot =100 fs 5t 500 fo
5p L L L B B 5, |
s o 7
£ 4 54/ 7
- AN
-2 ~ 2 \\‘\%4/ )
= 54 ;
LL S : 7
0 0 23018 I
-4530-150 153045 -4530-150 153045

b e ¢ / degré

Figure II1.25 — Déplacement de la coordonnée ¢ au cours d’une trajectoire Brownienne suivant que
I’on utilise un pas de temps &t de 100 fs ou de 500 fs.

On remarque que pour un pas de temps de 100 fs, les déplacements successifs sur la coordonnée ¢
suivent bien la courbure du potentiel. A I'inverse, pour un pas de temps de 500 fs, un grand nombre
de déplacements correspondent & des sauts d’un coté a ’autre du potentiel et sont non physiques. Le

pas de temps considéré doit donc étre d’autant plus petit que la courbure du potentiel est grande.

Le choix du pas de temps 6t doit donc étre un compromis entre une bonne description de la dyna-
mique et un temps de simulation suffisamment court. Nous avons utilisé deux approches différentes

pour estimer une valeur maximale du pas de temps.

Nous avons comparé la valeur de la largeur a;‘md de la distribution & partir de laquelle sont calculés
les déplacements aléatoires et 1’écart type des valeurs de ¢ dans la simulation de dynamique mo-
léculaire sans contrainte, ag[ D qui donne un ordre de grandeur des valeurs de ¢ explorées (figure

[11.26). Pour que la trajectoire soit acceptable on considérera que afr;“"d doit étre nettement inférieur
s _MD
aoy .

Z;md g[ D pour des valeurs de 0t supérieures a 200 fs, ce qui

justifie I’allure des déplacements le long de la coordonnées ¢ sur la figure I11.25. Pour que J&a”d s0it

MD
P

On remarque que o est supérieur a o

nettement inférieur & o'~ les valeurs de dt & considérer doivent étre inférieures a 50 fs.

Une autre approche consiste a prendre en compte le fait que, pour intégrer numériquement I’équation
de Langevin (équation II1.8), on suppose que le couple de force I'(p) est constant pendant le pas

de temps dt. On doit donc le choisir de sorte que la variation de I'(¢) soit faible. Par exemple on
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Figure I11.26 — En noir, variation en fonction du pas de temps dt de la largeur de la distribution a
partir de laquelle sont calculés les déplacements aléatoires. En rouge, écart type des valeurs de ¢
dans la simulation de dynamique moléculaire sans contraintes présentées au paragraphe I111.3.2.

peut imposer que la variation de I'(¢) soit faible devant sa propre valeur I'(¢) ce qui s’exprime par

wtd‘for(so) < T(p)

ou ¢ dt est la variation de ¢ pendant le temps 6t et le terme de gauche représente la variation de
I'(p) pendant 6t. En considérant la vitesse maximale de ¢, égale a la vitesse moyenne limite, donnée
a I’équation II1.12, on aboutit a une condition sur d¢ qui dépend de la courbure du profil d’énergie
libre [124,123].

D
kgT

*F(p) Dl (ITL.13)

0t << Otmar =
== ( dp?

On retrouve ici le critére qualitatif selon lequel, le pas de temps doit étre d’autant plus petit que
la courbure du profil d’énergie libre est grande. Dans notre cas, la courbure est maximale pour
des valeurs de ¢ dans Uintervalle [-30°; 30° | (figure II1.16 page 129) ou, comme dans le cas de la
fonction d’auto-correlation, on peut supposer que le profil d’énergie libre a une forme harmonique
(équation IT1.9). On peut alors en déduire une valeur pour la dérivée seconde du profil d’énergie libre,
k= 22.5 kcal.mol~!. En utilisant cette valeur, on obtient 8t,q,—150 fs avec D = 2. 10" rad?s~!.

rand
©

nous avons choisi un pas de temps 6t=25 fs qui satisfait les deux conditions et nous permet de

Cette condition est en accord avec la premiére condition portant sur la largeur o . Finalement,

réaliser trés rapidement des trajectoires de plusieurs dizaines de nanosecondes.

I11.4.3 Intégration des équations cinétiques

Avec les parameétres précédemment déterminés nous avons réalisé un ensemble de 10 6 trajectoires de

dynamique Brownienne de I’état électronique excité du chromophore, d’une durée de 50 ns chacune.
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Les conditions initiales de ces trajectoires ont été choisies de sorte qu’elles correspondent & un
échantillon de la zone Franck-Condon. Nous avons donc pris des valeurs de ¢(t=0) tirées au hasard
selon une distribution gaussienne centrée sur 0° et de largeur 4° qui représente la distribution des
valeurs de ¢ dans l'état fondamental [24,75]. Nous avons déterminé une valeur initiale de la vitesse

de maniére aléatoire a partir d’une densité de probabilité de Maxwell-Boltzmann a 300 K.

Les résultats présentés dans ce qui suit intégrent ’ensemble de ces trajectoires. Nous avons alors
cherché a calculer la fonction ¢(t) qui intervient dans le modeéle de désactivation par conversion
interne (équation I11.6 page 136), et les distributions des temps de n®™¢ passage 4 la géométrie TW,
pn(t) qui interviennent dans le modeéle de désactivation par une intersection conique (équation II1.7
page 136). Puis nous avons résolu les équations cinétiques pour les deux modeéles pour calculer le

déclin de la fluorescence et le rendement quantique de fluorescence.

111.4.3.1 Cas du mécanisme de désactivation de la fluorescence par conversion interne

Dans le cas ou 'on considére que le mécanisme de désactivation non radiatif de la fluorescence
est le mécanisme par conversion interne, on doit résoudre ’équation I11.6 page 136. Il faut alors

déterminer la fonction ¢(t).

a) Probabilité de se trouver dans la région ¢ € D =[60°; 120° |
La fonction ¢(f) donne la proportion, au temps t, des protéines dont la coordonnée ¢ appartient

au domaine D. Pour calculer cette fonction, nous avons évalué, sur ’ensemble des trajectoires de
dynamique Brownienne, le temps pendant lequel la trajectoire est restée dans l'intervalle D entre
Iinstant t=0 et le temps ¢. Soit T'(t) ce temps de résidence dont la courbe est présentée sur la figure
I11.27.

La fonction T'(t) est nulle a temps trés court et augmente ensuite linéairement en fonction du temps
a partir de t=2 ps. A temps long, on a atteint un régime stationnaire et le temps de résidence moyen
des trajectoires dans 'intervalle D est donc proportionnel au temps. La proportion de chromophores
dont la coordonnée ¢ se trouve dans Uintervalle D, ¢(t), est donc constante. Elle correspond a la

pente de la courbe T'(¢). On a la relation

Les informations que l'on extrait de la figure 111.27 sont, d’une part, que les simulations atteignent
un équilibre dans lequel la proportion de chromophores dans 'intervalle D est constante et, d’autre

part, que cet équilibre est atteint au bout d’environ 1 ps.

b) Calcul de la constante de vitesse et du rendement quantique de fluorescence
Compte tenu du fait que la fonction ¢(t) est une constante, I’équation I11.6 est une simple équation

différentielle du premier ordre qui a pour solution
P(t) = P(0) exp[—(k; + knr) 1] (IIL.14)
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Figure I11.27 — Temps de résidence, T'(t), de la coordonnée ¢ dans 'intervalle [60° ; 120° | en fonction
du temps (courbe bleu). Le cadre en haut & gauche est un agrandissement de la courbe T'(¢) & temps
court. La courbe noire représente la dérivée de T'(¢) par rapport au temps.

ou ky, est la constante de vitesse de désactivation non radiative et vaut k,, = u qg. Les constantes

de vitesse étant indépendantes du temps, ’expression du rendement quantique de fluorescence est

simplement :
Ky
— III.15
o= (I1.15)
En utilisant la valeur de p extraite de I’article de Gepshtein et al [101], on trouve
Epr < 0.04ns™* (I11.16)

La valeur de k,, obtenue est une borne supérieure compte tenu du fait que nous avons pris une
borne supérieure de la valeur de p. Connaissant le rendement quantique de la fluorescence de la
GFP sauvage (0.8 [93]) et le temps de vie expérimental de la GFP (environ 3 ns [7]), on en déduit
une valeur de la constante de vitesse radiative qui vaut k.—0.27 ns ~! (k, est obtenue par I’équation
[.4 page 13). La constante de vitesse associée au mécanisme de désactivation de la fluorescence par
conversion interne est donc beaucoup plus faible que la constante de vitesse radiative. On peut donc

en déduire que ce mécanisme contribue faiblement au déclin de la fluorescence.

En utilisant les valeurs des constantes de vitesse et I’équation II1.15 on peut calculer une valeur du
rendement quantique de fluorescence. On trouve ¢y = 0.87. Le rendement quantique de fluorescence
expérimental de la GFP que nous avons étudié est de 0.64 [117] (code 1IEMA [18| de la Protein Data
Bank). La contribution de ce mécanisme a la désactivation non radiative de la fluorescence est donc

mineure.
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111.4.3.2 Cas du mécanisme de désactivation de la fluorescence par une intersection

conique

Dans le cas ol 'on considére que le mécanisme de désactivation non radiatif de la fluorescence est le
mécanisme par conversion interne, on doit résoudre ’équation IT1.7. Deux quantités sont inconnues :
les distributions des temps de n®™° passage p,,(t) et la probabilité A d’atteindre U'intersection conique
a partir de la géométrie TW¢ et de retourner & I’état fondamental. Dans cette étude, la valeur
de M\ restera indéterminée et sera traitée comme un paramétre. L’évaluation de cette valeur est
une question & par entiére. Elle nécessiterait une connaissance plus précise de la surface d’énergie
potentielle de I’état électronique excité du chromophore pour localiser correctement les intersections
coniques. Il faudrait, d’autre part, évaluer la probabilité que le systéme retourne a ’état fondamental
une fois qu’il a atteint l'intersection conique. Ceci peut se faire & ’aide de simulation de dynamique
quantique [125, Chapitre 9|, ou par un modéle plus simple de type Landau-Zener [126, p 164] qui
nécessite cependant d’évaluer le couplage potentiel entre les états électroniques et sont généralement

limités aux problémes a 1 dimension.

a) Calcul des distributions des temps de n°™° passages
Les distributions p, (t) sont obtenues directement a partir des simulation de dynamique Brownienne

en construisant I'histogramme des temps de n®™¢ passage & la géométrie TW¢ sur Iensemble des
trajectoires. Les distributions obtenues pour des valeurs de n allant de 1 & 8 sont présentées sur la
figure II1.28.
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Figure II1.28 — Distributions des temps de n®™® passage obtenues par simulation de dynamique
Brownienne. Le cadre en haut a droite est un agrandissement des distributions & temps courts. La
courbe en pointillé, représente le déclin de la fluorescence da & une désactivation purement radiative.
Les courbes noires en traits pleins sont des ajustements par moindre carré & ’aide d’une fonction
exponentielle multipliée par un polynome de degré inférieur ou égal a 2.

Les distribution p,(¢) sont d’abord croissantes puis elles atteignent un maximum. Pour des temps

supérieurs & quelques nanosecondes, elles diminuent exponentiellement. On remarque que les distri-
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bution pa,(t) et pan+1(t) ne sont pas différenciables. Ce comportement est dii au fait que pour des
valeurs de p = +90° le profil d’énergie libre partielle ne présente pas un maximum mais au contraire
une pente assez importante (figure IT1.16 page 129). Lorsqu’une trajectoire croise la géométrie TWe
dans le sens croissant du profil d’énergie libre partielle, elle recroise toujours la géométrie TW¢ dans
le sens décroissant du profil d’énergie libre dans un intervalle de temps court. Pour ces trajectoires,

le temps de 2n°™ passage est donc trés proche du temps de 2n+1°™¢ passage.

Dans les premiéres picosecondes, on remarque que les distributions p,, (¢) sont nulles puis augmentent
rapidement pour atteindre une valeur maximale. Ce type de comportement est caractéristique des
mouvements pour lesquels une barriére doit étre franchie ou ceux pour lesquels la zone de I'espace
des configurations dans laquelle le mécanisme peut avoir lieu ne se recouvrent pas avec la zone de
Pespace des configurations associée a l’état initial. Ce deuxiéme cas est assez courant en photo-
chimie. En effet, un grand nombre de mécanismes sont ultra-rapides du fait que la surface d’énergie
potentielle ne présente pas de barriére. Cependant le processus ne démarrera pas instantanément
aprés 'absorption d’un photon car le systéme doit atteindre la zone de I'espace des configurations
dans laquelle le processus a lieu. C’est alors la dynamique du systéme qui limite la vitesse des

processus.

Les distributions de n®° passage se croisent a temps long. A partir d’un certains temps, on peut
considérer que la majorité des trajectoires ont atteint au moins n fois la, géométrie TWep. A partir
de ce méme temps la probabilité qu’une trajectoire atteigne la géomeétrie TWe pour la n+1°"¢ fois
est donc plus importante que la probabilité qu’une trajectoire I’atteigne pour la n®™® fois. Cela se
traduit par le fait que pour chaque distribution p,(t) il existe un intervalle de temps dans lequel

elle est au dessus des autres.

Sur la figure I11.28, la courbe noire en pointillé représente le terme N (0) exp(—Fk, t) qui intervient
dans l'expression de la constante de désactivation non radiative (équation I11.7 page 136). Pour des
temps supérieur & 15 ns, ce terme prend des valeurs proches de 0. En conséquence, les distributions
pn(t) pour n supérieur a 9, auront une faible contribution dans la somme sur les distributions de
n°"M¢ passage de l'équation II1.7. Ces distributions sont non nulles 1 ou le terme N (0) exp(—k, t)

est nul et le produit des deux sera donc toujours nul.

b) Calcul du rendement quantique de la fluorescence

Pour calculer le rendement quantique de fluorescence de la GFP en incluant le mécanisme de désac-
tivation non radiatif de la fluorescence par une intersection conique, on utilise I’équation 1.3 page

13. Le rendement quantique de fluorescence ¢ est alors donné par l'expression :

o = Nto)kr /OOO N(t)dt (T11.17)
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En remplacant N(¢) par son expression dans I’équation IT1.7 on obtient

o = o | [_C”fé“—vanaw(onw(—krw dt
o = 1= [T N pt) con(—k )

1 L[
br = 1_N(0);A /0 pn(t) N(0) exp(—Fk, t) dt (I11.18)

Les distributions p,(t) étant bruitées, il est préférable, pour calculer les intégrales de ’équation
[I1.18, d’utiliser une expression analytique des distributions p,(t). Ces distributions atteignent ra-

pidement leur valeur maximale, nous n’avons donc considéré que leur forme & temps long.

Les distributions des temps de n®™® passage de la figure I11.28 peuvent étre représentées par une
fonction exponentielle multipliée par un polynéme de degré inférieur ou égal & 2. Nous avons ajusté
les parametres de ces fonctions pour les distributions p,(t) avec n inférieur ou égal & 8 par une
méthode de moindre carré. Les expressions utilisées et les valeurs des paramétres pour chaque
distribution sont rassemblées dans le tableau I11.4. Ces courbes sont tracées en trait plein noir sur
la figure I11.28.

P (t) Forme analytique et parameétres associés

p1(t), p2(t) ayexp(—t/m)
71=6.60ns; a; = 1.5 10~ tns!
p3(t), pa(t) (ast+ bs)exp(—t/73)
73=6.591ns; a3 = 1.81072ns"2; bg = 3.510" 2 ns !
ps(t), ps(t) (ast® 4+ bst + c5) exp(—t/7s)
T5=6.591ns; a5 = 1.0103ns™>; by = 84103 ns™2; c5 = 7.710 3 ns~!
pr(t), ps(t) (art* 4+ brt + c7)exp(—t/77)
T7="7.69ns; a7 = 1.0107%ns™3; by = 1.410 3 ns™2; ¢c; = 2.8 103 ns !

Tableau I11.4 — Expressions analytiques employées pour modéliser les distributions des temps de
n™e passage et les valeurs des paramétres de ces expressions obtenues par une méthode de moindres
carrés.

A partir de I'équation II1.18 et de la valeur des intégrales calculées analytiquement avec les ex-
pressions du tableau IIL.4, on peut calculer des valeurs de ¢; en fonction de A. Nous avons tout
d’abord cherché a déterminer la convergence de ¢ en fonction de n, le nombre de distribution de

n°™€ passage que l'on considére.

La figure II1.29 présente la convergence en fonction de n du rendement quantique de la fluorescence
¢5 pour une valeur de X égale & 1/2. On remarque que les distributions p,(t) pour n supérieur a 6

ne jouent pas un roéle majeur dans la valeur finale du rendement quantique de fluorescence. Cette
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Figure I11.29 — Convergence de la valeur du rendement quantique de fluorescence ¢ en fonction du
nombre de distribution de n®™¢ passage que ’on considére pour une valeur de A de 1 /2.

observation est en accord avec la forme des distributions p, (¢) par rapport au terme N (0) exp(—k, t)
(figure I11.28). Pour des valeurs de n élevées, le produit de ce terme par la fonction p,(t) est nul et la
contribution de la distribution p,(t) est donc négligeable. On peut donc en déduire qu’en moyenne
le chromophore dans son état électronique excité atteindra la géométrie TWep au plus 6 fois avant

de revenir a 'état fondamental si A est de 'ordre de 1/2.

La figure II1.30 présente les valeurs du rendement quantique de la fluorescence, ¢y, calculées avec
I’équation II1.18 et en fonction de la valeur de A. On remarque que pour A=0, le rendement quantique
de fluorescence vaut 1 et que plus A augmente, plus ¢ diminue. Ce comportement est en accord
avec le modéle utilisé. Si A=0, le seul processus de désactivation de I'état excité est la fluorescence.
Le nombre de photon émis est donc égal au nombre de photons absorbés et le rendement quantique
de fluorescence vaut 1. Par contre, plus A augmente, plus le processus non radiatif est efficace ce

qui fait chuter le rendement quantique de fluorescence.

La valeur moyenne du rendement quantique sur les valeurs possibles de A est du méme ordre de
grandeur que les valeurs expérimentales. Cette valeur moyenne peut étre vue comme la valeur de ¢y
quelque soit la valeur de A, en supposant que toutes les valeurs de A sont équiprobables. Le modéle
utilisé est donc capable de donner un ordre de grandeur raisonnable du rendement quantique de
fluorescence bien que X soit inconnu. Ce résultat est un grand avantage compte tenu des difficultés

liges au calcul de X\ pour des systémes de la taille du chromophore de la GFP.

¢) Calcul du déclin de I’intensité de fluorescence

Le déclin de l'intensité de fluorescence, correspond au nombre de photons émis en fonction du temps.
Il est directement relié au déclin de la population de chromophore & I’'état électronique excité et
donc a la population N(t) de I'état excité (équation 1.2 page 12). Pour calculer le déclin de la

fluorescence, il faut résoudre ’équation différentielle II1.7. C’est une équation du premier ordre avec
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Figure I11.30 — Valeurs du rendement quantique ¢; obtenues en fonction de la probabilité A. La
courbe rouge représente la moyenne des valeurs de ¢ sur les valeurs de A. La courbe verte représente
la valeur de ¢y dans le mutant de la GFP que nous avons étudié (code 1IEMA [18| de la Protein
Data Bank. La courbe bleu représente la valeur de ¢; dans la GFP sauvage.

un second membre dépendant du temps. La solution de cette équation est

N(t) = N(0)exp(—Fk.t) [1 =)o / t pn(t’)dt’] (I11.19)
" 0

La fonction N(t) peut étre facilement évaluée quelque soit ¢ en utilisant les expressions analytiques
du tableau II1.4 et nous donne le déclin de la population de I'état excité en fonction du temps. Nous
avons calculé le déclin pour plusieurs valeurs de A en incluant les distributions p, () jusqu’a n égale

6. Les courbes obtenues sont présentées sur la figure II1.31 a, en échelle logarithmique.

Les déclins obtenus sont linéaires sur une échelle logarithmique et présentent donc un comportement
mono-exponnentiel. La pente de ces déclins de la fluorescence est inversement proportionnelle au
temps de vie de I’état excité qui inclut la fluorescence et la désactivation non radiative par conversion
interne. On trouve un temps de vie de 3.3 ns pour une valeur de X égale a 0.25 et 2.6 ns pour une
valeur de A égale a 0.5. Ces deux valeurs encadrent la valeur expérimentale du temps de vie pour
la GFP sauvage qui est de 3 ns et sont cohérentes avec les valeurs du rendement quantique de la
fluorescence. En effet, les valeurs de ¢ obtenues pour ces deux valeurs de A encadrent la valeur de
¢ de la GFP sauvage. Ce type de modéle nous donne donc des résultats en bon accord avec les
observations expérimentales sur la GFP. Le fait que le déclin de fluorescence soit monoexponentiel
peut paraitre surprenant compte tenu de 'expression de la constante de vitesse de désactivation non
radiative que nous avons employées. La figure I11.31 b, montre en fonction du temps ’évolution du
terme entre crochet dans I’équation I11.19. Ce terme présente des variations proches d’une fonction
exponentielle sauf pour pour des valeurs de A proches de 0.4. Le produit de deux exponentielles
étant toujours une fonction exponentielle, on obtient donc des déclins de la population de 1’état

excité qui sont approximativement mono-exponentiels.
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Figure 111.31 — a : Déclin de la population de I’état électronique excité obtenu a partir du logarithme
décimal de ’équation II1.19 pour plusieurs valeurs de A (A=0 et A variant de 0.25 & 0.5 par pas de
0.05). b : Rapport du déclin de la population de I’état excité obtenu & partir de I’équation I11.19
au déclin de la population de I’état excité expérimental qui est monoexponentiel et dont le temps
de vie est 7s=3 ns, pour plusieurs valeurs de \. Sur les deux figures, les couleurs correspondent aux
méme valeurs de )\, la courbe noire en pointillé est relative au déclin de fluorescence en absence
de processus de désactivation et la courbe noire en trait plein est relative au déclin de fluorescence
expérimental.

Sans information supplémentaire qui permettrait de préciser la valeur de A, on ne peut pas conclure
précisément sur 'efficacité du mécanisme de désactivation de la fluorescence par une intersection
conique au voisinage de la géométrie TWep. Cependant, la valeur moyenne du rendement quantique
de fluorescence sur ’ensemble des valeurs de A est du méme ordre de grandeur que le rendement
quantique de fluorescence expérimental. De plus, pour des valeurs de A de l'ordre de 0.4, le temps de
vie de I’état excité obtenu a partir de notre modéle est proche de celui mesuré expérimentalement
pour la GFP sauvage. Il semble donc que si la probabilité A est de cette ordre de grandeur, ce
mécanisme aurait une efficacité non négligeable et il pourrait contribuer au déclin non radiatif de

la population de chromophores & I’état électronique excité.

II1.5 Conclusions et perspectives

Dans ce chapitre, nous avons présenté une approche, combinant des simulations de dynamique molé-
culaire biaisées et des simulations de dynamique brownienne, et, permettant d’étudier la dynamique
du chromophore dans son premier état électronique excité a l'intérieur de la protéine. Un change-
ment d’échelle est nécessaire pour étudier les processus photophysiques associées & cette dynamique
et & une échelle de temps de quelques nanosecondes. L’association de ces deux techniques de simu-
lation nous a permis d’étudier la dynamique d’une coordonnée du systéme, identifiée comme étant
la coordonnée de réaction, sur une grande échelle de temps par rapport aux simulations tout atome.
Dans ce travail nous avons réalisé un million de trajectoires de la coordonnée ¢ de 50 ns chacune, ce
qui correspondrait & une simulation d’une milliseconde. Ce changement d’échelle est possible grace

a l'utilisation de la dynamique brownienne mais nécessite de décrire le systéme de maniére plus
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phénoménologique.

Nous avons utilisé cette approche pour étudier le mécanisme de la désactivation de la fluorescence
de la GFP par une déformation du chromophore en fonction de la coordonnée de torsion ¢. Nous
nous sommes appuyés sur les résultats de Martin et al (figure II1.2 page 109) qui suggerent qu’une
désactivation de la fluorescence par conversion interne est probable pour des valeurs de ¢ dans
I'intervalle D=[60°; 120° | et que le chromophore peut retourner a ’état fondamental grace a un
intersection conique accessible & partir de la géométrie perpendiculaire TWe. Bien que le potentiel
intra-moléculaire du chromophore dans le vide en fonction ¢ montre que la géométrie la plus stable
est la géométrie TW, le profil d’énergie libre partielle en fonction de ¢ que nous avons calculé par
la méthode du umbrella sampling montre que dans la protéine, cette géométrie se situe plusieurs
keal -mol ~! au dessus de la géométrie plane fluorescente. Nous avons identifié les acides aminés
qui contribuent le plus & ce que le chromophore reste dans une géométrie plane. Il est apparu
qu’il s’agit principalement de deux thréonine, Thr61 et Thr203, ainsi qu'une chaine de molécules
d’eau structurales situées au voisinage du chromophore. Le calcul du profil d’énergie libre partielle
a l'intérieur de la protéine est cependant compliqué car il existe un grand nombre de minima locaux

et de barriéres qui rendent difficile I’échantillonnage de la surface d’énergie potentielle.

Les simulations de dynamique brownienne ont nécessité de déterminer le coefficient de diffusion ro-
tationnelle du cycle phénolate a I'intérieur de la protéine. Nous 'avons évalué en calculant la vitesse
limite de la coordonnée ¢ sur des trajectoires de la relaxation du systéme & partir de géométries
ot ¢ prend des valeurs proches de 40°. Nous avons extrait des trajectoires de dynamique brow-
nienne les données dont nous avions besoin pour calculer la constantes de vitesse du mécanismes
de désactivation. Dans le cas de la désactivation par une conversion interne dans l'intervalle D il
s’agit du temps de résidence dans cet intervalle. Dans le cas de la désactivation de la fluorescence
par une intersection conique il s’agit des temps de n®™¢ passage a la géométrie TW¢. Nous avons
alors calculé le rendement quantique de fluorescence de la GFP en présence de 'un ou l'autre de
ces deux processus. Il en résulte que la désactivation par conversion interne semble ne contribuer
que faiblement au déclin de la fluorescence. La désactivation de la fluorescence par une intersection
conique accessible & partir de la géométrie TWy pourrait étre plus efficace mais il faudrait préciser

la valeur de A pour pouvoir conclure de maniére plus franche.

Outre la localisation plus précise des intersections coniques sur la surface d’énergie potentielle de
I’état électronique excité du chromophore et la probabilité de retourner & 1’état fondamental dans
ces géomeétries (que nous avons modélisé par le paramétre A) plusieurs améliorations ou alternatives
peuvent étres envisagées. Tout d’abord, le champ de force que nous avons utilisé pourrait étre
amélioré d’une part par un traitement simultané et couplé des coordonnées ¢ et 7 et, d’autre part,
en utilisant des charges effectives qui s’adaptent a la géométrie. Un modeéle prenant en compte
plusieurs formes de Lewis [127] dont le poids varie en fonction de la géométrie et de I’environnement
pourrait étre envisagé. D’autre part, on peut se demander quel est le bon potentiel & utiliser dans
le cas de la dynamique brownienne. En effet, on a vu que le mouvement de la coordonnée ¢ est
fortement corrélé a la position de molécules d’eau ou d’acides aminés proches du chromophore qui
font obstacle a la torsion ¢. Une méthode permettant de traiter ces obstacles de facon explicite dans

la dynamique brownienne, en conservant une seule coordonnée, pourrait étre envisagée.
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Nous avons présenté 1’étude de propriétés photophysiques de protéines fluorescentes au moyen de
différents outils théoriques (chimie quantique, simulation de dynamique moléculaire, simulation de
dynamique brownienne, modéle cinétique et analyse statistique), adaptés au mieux, aux problémes
traités. Ce travail s’inscrit dans un axe transversal du laboratoire de chimie physique, qui réunit des
expérimentateurs et des théoriciens dans le but d’étudier la relation entre la structure, la dynamique
et les propriétés photophysiques des protéines fluorescentes. D’un point de vue théorique, la mise
en oeuvre et ’élaboration de méthodes permettant d’étudier ce type de systéme est une question a

part entiére et a motivé une partie de cette thése.

Dans un premier temps, nous avons étudié par simulation moléculaire, I’effet du changement de pH
sur la structure de la Cerulean et son spectre d’absorption. Nous avons fait des simulations & deux
pH différents et pour deux conformations différentes du chromophore. Ces calculs nous ont permis
d’établir que le décalage du spectre d’absorption vers le bleu, observé expérimentalement par Malo
et al lorsque le pH diminue de pH 8 & pH 5, est la conséquence d’une isomérisation du chromophore.
Nous avons aussi montré que cette isomérisation est liée au changement de l'orientation de la chaine

latérale de ’acide aminé en position 148.

Ces résultats ouvrent deux types de perspectives. Tout d’abord, dans I’objectif d’améliorer les pro-
priétés photophysiques des mutants de la CFP, il serait intéressant d’approfondir expérimentalement
et théoriquement le role de 'acide aminé en position 148 et son effet sur I'isomérisation du chro-
mophore. Par ailleurs, il serait intéressant pour ce type d’étude de mettre au point des méthodes
permettant de prendre en compte la distribution des micro-états de protonation et pas seulement

le micro-état de plus basse énergie libre.

La deuxiéme partie de cette thése concerne 1’étude d’un mécanisme de désactivation de la fluo-
rescence. Nous avons proposé une approche, combinant des simulations de dynamique moléculaire
biaisée et des simulations de dynamique brownienne, afin de déterminer la cinétique d’un méca-
nisme de désactivation non radiative de ’état électronique excité, lié & une torsion du chromophore.
Cette approche permet de faire un changement d’échelle de temps. Nous avons pu ainsi obtenir des
distributions de temps de n®™® passage aux géométries critiques et en déduire quantitativement le
déclin de fluorescence (rendement quantique et temps de vie). Les résultats obtenus sont directement,

comparables aux résultats expérimentaux.

La poursuite de ce deuxiéme sujet nécessite de développer des méthodes permettant de décrire

simultanément 1’état fondamental et I'état excité du chromophore quelque soit sa géométrie, par
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exemple & l'aide d'un champ de force matriciel. 1l est également nécessaire de développer des mé-
thodes dynamiques permettant de prendre en compte, & temps long, la présence d’obstacle le long de
la coordonnée étudiée (voir le role des thréonine vis a vis de la torsion du chromophore). Les outils
développés dans cette thése et leurs futurs développement permettront de progresser dans la com-
préhension de la relation entre I'isomérisation du chromophore, le pH et le déclin de la fluorescence

qui sont étroitement liés dans les protéines fluorescentes.
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Annexe A

Structure des protéines

Les protéines de tous les étres vivants sont des chaines qui ont en commun avec les polymeéres d’étre
constituées d’un petit nombre d’éléments qui se répétent, les acides aminés. Contrairement aux
polymeéres, les protéines ne sont pas périodiques. C’est la diversité d’enchainement de ces briques
de bases que sont les acides aminés qui conduit & I'ensemble des protéines du vivant et & leur
diversité. L’agencement dans l’espace des acides aminés détermine la structure tridimensionnelle
de la protéine. Cet agencement est guidé par les propriétés physico-chimiques des acides aminés
qui composent la protéine, par leur ordre dans la séquence, ainsi que par ’environnement. Il est le
résultat de la minimisation de I’énergie libre du systéme controélée par 'optimisation des interactions
hydrophiles et hydrophobes entre les acides aminés entre eux et avec le milieu environnant. Au sein

de la structure protéique, on peut distinguer plusieurs niveaux de structuration.

A.1 Les acides aminés et la structure primaire

La chaine primaire est le premier niveau de structuration. Elle correspond & la séquence des acides
aminés. Les acides aminés que l'on rencontre dans les protéines que nous avons étudiées sont au
nombre de 20 (tableau A.1). Excepté la proline, ils présentent tous une structure similaire. IIs
sont constitués d’une fonction acide carboxylique et d’une fonction amine reliées entre elles par un
carbone aliphatique, appelé carbone alpha, Cy,, qui est un carbone asymétrique (a 'exception de la
glycine). Les acides aminés sont donc des molécules chirales. Ce C, est substitué par un hydrogéne
et une chaine que ’on appelle chaine latérale (figure A.1). C’est cette chaine latérale qui donne son

identité & chacun des acides aminés.

HoN
\_ _COOH

e
= {’
H

Figure A.1 — Représentation de Cramer d’un acide aminé. Le groupement R représente la chaine

latérale.
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Dans le cadre du travail réalisé dans cette thése, il est utile de distinguer deux types d’acides aminés :

e ceux dont la chaine latérale porte une fonction acido-basique (acide carboxylique alcool, thiol,
amine ou amide) peuvent échanger des protons avec le solvant et donc étre sous une forme
protonée ou non protonée suivant le pH. Il s’agit des acides aminés “4 chaine latérale polaire”
du tableau A.1.

e ceux qui ne portent pas de telles fonctions et qui n’échangent pas de proton. Il s’agit des

acides aminés “4 chaine latérale non polaire” du tableau A.1.

On définit 1’état de protonation standard d’un acide aminé portant une fonction acido-basique
comme son état de protonation lorsqu’il est isolé (ne fait pas partie d’une protéine) en phase aqueuse
apH 7. Dans leur état standard, ’acide aspartique et ’acide glutamique sont sous leur forme basique,
non protoné et anionique. La tyrosine et la cystéine sont sous leur forme acide, protoné et neutre.
L’arginine et la lysine sont sous leur forme acide, protonée et cationique. L’histidine est un cas
particulier, & pH 7 elle sous sa forme basique, neutre. Un seul des atomes d’azote du cycle imidazole

porte un proton et il y a donc deux possibilités pour la position du proton (4 ou €).

C’est la présence de la fonction acide carboxylique et de la fonction amine portées par le Ca qui
donne aux acides aminés la capacité de former une chaine. L’acide carboxylique d’un acide aminé
peut s’additionner sur la fonction amine d’un autre acide aminé pour former une fonction amide qui
relie les deux acides aminés (figure A.2). Cette liaison s’appelle une liaison peptidique. L’enchaine-
ment ordonné des acides aminés de 1’atome N-terminal (défini comme 'atome d’azote du groupement
amine du premier acide aminé) & 'atome C-terminal (définit comme ’atome de carbone du grou-
pement COOH du dernier acide aminé) forme la séquence primaire de la protéine. L’ensemble des

atomes constituants les liaisons peptidiques entre les acides aminés est appelé squelette protéique.

OH OH THZ (|3H
H
HaN_ /clz\ + HaN_ /cls\ _CH N G
W A VR T (A
Ri Rit1 H20 0o Riv1

Figure A.2 — Formation de la liaison peptidique (en bleu) entre deux acides aminés.

A.2 Structures secondaires

Le deuxiéme niveau de structuration de la structure des protéines correspond aux structures secon-
daires. 1l s’agit de structures tridimensionnelles locales formées par ’agencement d’acides aminés et
controlées par la formation de réseaux de liaison hydrogéne. Une courte séquence d’acides aminés est
appelée un brin peptidique. Les conformations adoptées par un brin sont contrélées par les angles
diédres ¢, ¥ et w représentés sur la figure A.3. Les valeurs prises par ces angles sont soumises a
certaines contraintes. Du fait de la conjugaison entre le groupement carbonyle et le doublet non

liant du NH du squelette protéique, I’angle w prend uniquement des valeurs proches de 0° ou 180°.
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A .2 Structures secondaires

Tableau A.1 — Tableau regroupant les vingt acides aminés principaux ainsi que leur nom, les codes
A une lettre et & trois lettres utilisé pour simplifier ’écriture et, s’il y a lieu, le pKa de la chaine

latérale.

Acides aminés a chaine latérale non polaire

O
(\) N |
0 g j
S\

Isoleucine
ILE (I)

Valine
VAL (V)

0 ¢ 0
ol G

Alanine Proline
ALA (A) PRO (P)

Leucine Méthionine
LEU (L) MET (M)
O
N ‘
7 NH 0
H
Tryptophane Glycine
TRP (W) GLY(G)

Phénylalanine
PHE (F)

Acides aminés a chaine latérale polaire non chargée dans I’état standard

N

Sérine
SER (S)
pKa =13

Tyrosine
TYR (Y)
pKa = 10.1

N

07 NHy
Glutamine
GLN (Q)

Thréonine Cystéine
THR (T) CYS (C)
pKa =13 pKa = 8.3

0
: : g
o NH])% RO N“f% RO NH])% NH,
|
H OH OH SH 0

Asgparagine
ASN (N)

Acides aminés a chaine latérale polaire chargée dans I’état standard

(0) O
Ng ) 0 0 0 N
o :\J\[\‘N ,\J\‘\‘N ;\!\'\'N Y
NH
Y AN OB
NH NHy NH N=/ 0 07 OH
Arginine Lysine Histidine Acide Acide
aspartique Glutamique
ARG (R) LYS (K) HIS (H) ASP (D) GLU (E)
pKa = 12.5 pKa = 10.5 pKa = 6.0 pKa =39 pKa =43
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La gamme des valeurs de ¢ et ¥ est plus étendue, mais les valeurs de ces angles sont corrélées. Le
diagramme de Ramachandran (figure A.3) représente la densités des couples (¢,1)) construite sur un
grand nombre de protéine. On voit que seules certains couples de valeurs (¢,1)) sont effectivement
rencontrés. Les deux régions les plus denses (aux alentours de ¢=120°, 1)=-100° et aux alentours

de ¢=-60°, »=-100°) correspondent & des structures bien déterminées.

a) angle ¢, 1 et w b) Diagramme de Ramachandran
180

feuillets beta

120 -

R; Ri+2 i ' ' ' 1
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= i Il |
18—98[] -120 -60 1] 60 120 180

Figure A.3 — Géométrie d’'un brin peptidique. a) Définitions des angles diédres ¢, 1 et w du squelette
protéique. b) Diagramme de Ramachandran présentant les couples (¢,1)) accessibles (en jaune). Les
régions rouges correspondent aux conformations les plus stables.

La région centrée autour des couples (90° < ¢ <170°, -150° < ¢ <-60°) correspond a la structure
dite en “feuillet B”. Un feuillet § se crée par formation de liaisons hydrogéne entre les atomes du
squelette protéique de deux brins peptidiques. Il peut se former de facon paralléle ou antiparalléle
(figure A.4) suivant le sens des deux brins qui, par convention, va du N-terminal au C-terminal.
Dans les deux cas, un feuillet peut étre formé par une succession de brins reliés deux & deux.
Dans les protéines que nous avons étudiées ce type de structure secondaire délimite l'intérieur et
Pextérieur de la protéine. Le long de brins formant un feuillet 3, on observe une alternance d’acides
aminés polaires et non polaires dont la chaine latérale s’oriente respectivement vers 'extérieur et

vers l'intérieur de la protéine.

La région du diagramme de Ramachandran centrée autour des valeurs (40° < ¢ <60°, -150° < ¢ <-
50°) correspond & la structure secondaire dite en “hélice o (figure A.4). Cette structure se crée par la
formation de liaisons hydrogéne entre I’atome d’oxygéne du groupement carbonyle de ’acide aminé
1 et le groupement NH de 'acide aminé ¢ + 4. Il en résulte qu’un tour d’hélice contient 3.6 acides
aminés et que son pas est proche de 5.4 A. L’alignement le long d’une hélice a des groupements
carbonyle du squelette protéique fait apparaitre un moment dipolaire important colinéaire & 1’axe
de I’hélice. D’autres types de structure en hélice existent. Elles différent de I’hélice « par le réseau de
liaisons hydrogéne formé. Le tour d’hélice et le pas sont alors différents. Le reste des acides aminés
forment soit des feuillets B ou des hélices « avec des défauts, soit des structures moins organisées

(pelote statistique ou random coil).
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Figure A.4 — Représentation des structures secondaires en hélice « (& gauche) et en feuillet 5 (a
droite). Les deux brins supérieurs forment un feuillet paralléle, les deux brins inférieurs forment un
feuillet antiparallele. L’image de gauche est issue du site www.chusa.jussieu.fr.

A.3 Structure tertiaire et structure quaternaire

L’agencement spatial relatif des différentes structures secondaires de la protéine constitue la struc-
ture tertiaire de la protéine. Cette structure se forme par 'intermédiaire des interactions entre les
chaines latérales des acides aminés. Il peut s’agir de la formation de liaisons hydrogéne, de ponts
salins (entre une chaine latérale cationique et une chaine latérale anionique) ou de ponts disul-
fures entre deux acides aminés contenant un atome de soufre. Le repliement de la structure tertiaire
peut également étre induit par les interactions hydrophobes qui correspondent a ’enfouissement des
chaines latérales hydrophobes afin de minimiser la perte d’entropie liée & leur désolvatation, ou par
un alignement de longues hélices a qui est stabilisé par 'interaction entre les dipéles électrostatiques

de ces structures.

Il arrive que la structure finale de la protéine soit obtenue par une association de plusieurs chaines
peptidiques, appelées alors monoméres ou sous-unités, qui s’agencent pour former un complexe
macromoléculaire. La structure obtenue par ’agencement de sous-unités est appelée structure qua-
ternaire. On peut citer par exemple la protéine chaperonne GroEL qui assiste les protéines lors
de leur repliement et qui est constituée de deux cylindres, formés chacun par un ensemble de 14

sous-unités.

D’autres protéines comme les cytochromes nécessitent un cofacteur, ¢’est a dire une molécule ou une
macromolécule présente dans le milieu cellulaire, qui s’'insére dans la structure tertiaire et confére
a la protéine des propriétés spécifiques. Pour les cytochromes il s’agit d’une porphyrine complexée

par un métal qui confére & la protéine des propriétés d’oxydo-réduction.
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Annexe B

Simulation moléculaire

Les simulations moléculaires regroupent un ensemble de méthodes numériques permettant de décrire
le comportement physique ou chimique d’un ensemble de N particules. Nous considérerons le cas
des simulations moléculaires classiques dans lesquelles les noyaux des atomes sont traités par la
mécanique classique et le déplacement des électrons n’est pas pris en compte. Le cas des électrons

est considéré en annexe D.

B.1 Modélisation de la surface d’énergie potentielle

En dynamique moléculaire classique les résultats (propriétés dynamiques aussi bien que structurales)
sont déterminés par les forces qui s’exercent sur chaque atome. Cette partie présente la facon dont les

interactions intra-moléculaires et inter-moléculaires sont modélisées pour des systémes biologiques.

B.1.1 Surface d’énergie potentielle

L’énergie potentielle d’'un systéme de N atomes en interaction est une fonction des coordonnées ¢;
de chaque atome. Les valeurs de cette fonction définissent donc une hypersurface de dimension 3N
si le systéme n’est pas isolé, elle est notée U(¢>V) et appelée surface d’énergie potentielle. L’'image
que l’on se donne le plus souvent d’une surface d’énergie potentielle est celle d’un relief montagneux
(figure B.1). Elle comporte en particulier un ensemble de minima ou les dérivées premiéres sont
nulles et les dérivées secondes positives. Ces minima représentent des géomeétries stationnaires o le
systéme peut rester un certain temps. Ils sont séparés par des barriéres appelées “états de transition”
et dont la hauteur est appelée “énergie d’activation” (voir le schéma en dimension 2 sur la figure
B.1).

Dans un systéme complexe ot le nombre d’atomes et donc de coordonnées est grand, comme dans les
systémes biologiques, le nombre de points stationnaires est grand et la surface d’énergie potentielle
est complexe. La recherche du minimum global, des points stationnaires et des états de transition

est alors trés difficile & cause du nombre de coordonnées i faire varier.
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état de transition maximum global

état de
transition

Figure B.1 — Schéma d’une surface d’énergie potentielle simple en deux dimensions. Sur la figure
sont indiqués les points spécifiques de la surface d’énergie potentielle. Ils correspondent aux points
pour lesquels les dérivées de la surface d’énergie potentielle en fonction des deux coordonnées sont
nulles.

B.1.2 Définition d’un champ de force

Un champ de force définit I'expression analytique de la surface d’énergie potentielle et I’ensemble
des paramétres nécessaires pour la calculer. Il existe différents types de champs de force, chacun
étant adapté & un type de systéme et & la précision avec laquelle il est décrit. Plus le nombres
d’atomes représentés par une seule particule est faible, plus la description du systéme est précise.
La précision la plus fine correspond au modele dit “tout atome” (traduction de I’expression anglaise
all atom force field) dans lequel tous les atomes sont représentés, chacun étant considéré comme une
particule ponctuelle chargée, de masse correspondant & la masse atomique de ’atome. Le champ de

force de ce type de représentation est décrit dans ce qui suit.

Les paramétres des champs de force sont généralement associés a la notion de type d’atome. Un
type d’atome dépend de I’élément, chimique de I’atome, de son hybridation (c¢’est & dire le nombre
de liaisons qu'il engage) et de la fonction chimique dans laquelle il se trouve. A chaque type d’atome
est associé un jeu de paramétres et ’ensemble des paramétres nécessaires pour calculer 1’énergie

potentielle d’un systéme est alors défini & partir de sa topologie.

B.1.3 Modéle “tout atome” et coordonnées internes

Coordonnées internes

Dans un modéle tout atome, une configuration du systéme est donnée par la position dans I’espace de
I’ensemble des atomes. Il existe deux types principaux de coordonnées : les coordonnées cartésiennes

et les coordonnées internes.

Dans un systéme de coordonnées cartésiennes, la position des atomes est repérée par trois coordon-

nées (z,y, z) calculées par rapport a un repére fixe.
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B.1 Modélisation de la surface d’énergie potentielle

Dans un systéme de coordonnées internes, un atome est repéré par rapport aux autres atomes du

systéme. On utilise alors une distance, un angle de valence et un angle diédre (figure B.2).

mouvement de torsion
angle diedre

¢

angle de valence
mouvement de pliage

r (distance)
mouvement d’élongation

Figure B.2 — Définition des coordonnées internes d’une chaine d’atomes. I.’élongation est décrite par
la distance r entre les atomes 1 et 2. Le pliage est décrit par 'angle de valence 6 entre les atomes
2, 3 et 4. La torsion est mesurée par un angle diédre ¢, défini comme 'angle entre les plans passant
par les atomes 1, 2 et 3 d’une part et 2, 3 et 4 d’autre part.

Les coordonnées internes sont trés pratiques pour étudier les déformations d’une molécule ou im-
poser des contraintes géométriques. En effet, celles-ci peuvent étre représentées par des fonctions
simples des coordonnées internes alors qu’elles sont plus difficiles & modéliser avec les coordonnées

cartésiennes car un plus grand nombre de coordonnées varient simultanément.

Cependant, dans les programmes de dynamique moléculaire, les algorithmes utilisés pour propager
les trajectoires utilisent le plus souvent les coordonnées cartésiennes car elles sont plus pratiques

pour le calcul de I’énergie cinétique qui fait intervenir des dérivées secondes.

Champ de force ff99

Dans ce travail, le champ de force que nous avons utilisé pour les simulations de dynamique molé-
culaire est un champ de force tout atome intégré dans la suite de programme AMBER et nommé
1f99 [3,4]. L'expression analytique de 'énergie potentielle, Uy rg9, associée a ce champ de force est

la suivante :

Usrgg = Z kr (r — 19)? Z ko (0 — 0p)° Z Z 1+ cos (n¢ — ¢o)]

liaisons angles diedres m
qi4;
+ + — B.1
Z( r ) Z (6%’) (B1)
i<j J 1<J

Les différents termes de 1’énergie potentielle représentent les différentes interactions modélisées par

ce champ de force. On remarquera, entre autre, qu’il suppose que les coordonnées internes ne sont

pas couplées.
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e Energies de liaison et de pliage
Les deux premiers termes représentent I’énergie potentielle en fonction de 1’élongation d’une
liaison et du pliage de deux liaisons (figure B.2) décrites respectivement par les coordonnées
r et 0. Ce sont des termes harmoniques de constantes de force k, et ky et dont la position
d’équilibre et donnée par rg et 6y. Ces paramétres ont été optimisées de sorte que les simu-

lations de petits peptides reproduisent au mieux des données de spectroscopie infrarouge [3].

e Energie de torsion
Le troisiéme terme est I’énergie potentielle en fonction d’'un angle diédre qui représente les
mouvements de torsion autour d’une liaison. Ce terme est périodique et modélisé par une série
de Fourier. La phase, ¢¢, la périodicité n et k, qui est le nombre d’angles diédres qui varie
au cours de la torsion, dépendent de I’hybridation des deux atomes engagés dans la liaison.
Ces paramétres ont été déterminés sur un ensemble de molécules modéles, les plus simples

possibles, permettant de modéliser tous les types de torsion [3].

e Interactions de van der Waals
Le quatriéme terme représente les interactions entre atomes non liés de type van der Waals.
Des paramétres Lennard-Jones, o; et €;, ont tout d’abord été optimisés pour chaque type
d’atome afin que les simulations reproduisent au mieux des données thermodynamiques expé-
rimentales (comme les enthalpies de vaporisation). Ensuite pour une paire d’atomes i et j, les
paramétres Lennard-Jones des atomes ¢ et j individuels sont combinés en utilisant les regles
de Lorentz-Berthelot [3].

€ij = /Cii€jj
oy = oy +0jj
2

e Interactions électrostatiques
Les interactions électrostatiques entre les atomes ¢ et j sont modélisées par un potentiel
coulombien. Les charges effectives g; sont les seuls paramétres de ce champ de force qui ne
sont pas définis par le type 'atome mais séparément pour chaque atome de la molécule.
Elles sont ajustées par la méthode RESP, de sorte qu’elles reproduisent au mieux le potentiel
électrostatique créé par la molécule calculé au niveau HF/6-31G* sur une grille de point.
Les auteurs du champ de force de AMBER ont largement contribué au développement de la
méthode RESP [43,44] pour ajuster des charges effectives.

Modéles de molécule d’eau

L’eau constitue le solvant dans lequel évoluent la plupart des systémes biologiques. Les interactions
entre ’eau et la protéine sont trés importantes car elles stabilisent la structure de la protéine. Le
modeéle utilisé pour les molécules d’eau est donc tout aussi important que le champ de force utilisé

pour la protéine.
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Un grand nombre de modeéle d’eau existe, celui que nous avons utilisé¢ est le modele TIP3P [128§]
qui est celui avec lequel le champ de force ff99 a été optimisé [3]. Il est composé de trois centres
atomiques qui portent chacun une charge effective. La charge effective de 'oxygéne est de -0.834
électrons, celle des hydrogénes est de 0.417 électrons et les atomes d’hydrogéne présentent un rayon
et une énergie de van der Waals nuls. C’est un modéle semi-rigide, dans lequel la seule coordonnée
de déformation est la distance entre les deux atomes d’hydrogeéne. Les paramétres de ce modéle
ont été optimisés de sorte qu’il reproduise les propriétés de 1’eau liquide & température ambiante et

pression atmosphérique.

B.2 Simulation de dynamique moléculaire de protéines

Dans cette partie, le principe d’une simulation de dynamique moléculaire sera présenté. L utilisation
de cette méthode pour étudier des systémes de la taille d’une protéine contenant plusieurs milliers
d’atomes dans des conditions de température et de pression similaires & celles des expériences
nécessite d’utiliser des techniques spécifiques. Les plus importantes d’entre elles seront briévement

décrites.

B.2.1 Principe d’une dynamique moléculaire

La dynamique moléculaire consiste & intégrer les équations du mouvement de la mécanique classique
afin de déterminer la trajectoire des atomes du systéme. On peut alors suivre I’évolution dans le
temps du systéme. L’équation fondamentale de la dynamique provient de la troisiéme loi de Newton
d*q B
g = T
ou ¢; représente les coordonnées de I'atome i de masse m; et F} est la somme des forces qui s’ap-
pliquent sur 'atome i. Cette somme des forces est calculée a partir de la surface d’énergie potentielle,

U(¢*N), et donc de I'expression analytique du champ de force selon :
Fy = —grad;U(¢*M)

Les trajectoires sont obtenues par intégration numérique des équations du mouvement par différence
finie. Etant donné un pas de temps Jt et les positions et les vitesses de atome ¢ au temps ¢t on
détermine les positions et les vitesses au temps ¢ + dt et la trajectoire est ensuite obtenue en itérant

Ce processus.

Il existe un grand nombre d’algorithmes visant & satisfaire au mieux le compromis entre une précision
maximale (utilisation de Jt petit) et un temps de calcul limité (utilisation de grandes valeurs de
0t ). Dans la suite de programme AMBER, avec lequel les simulations de dynamique moléculaire
ont été faites, I’algorithme utilisé est celui dit “Leap-Frog” [121, p 80]. Comme tous les autres, il

est itératif et nécessite donc une initialisation. Les coordonnées initiales sont issues de la structure
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RX de la protéine. Les vitesses initiales de chaque atome sont attribuées aléatoirement suivant une

distribution des vitesses de Maxwell-Boltzmann.

Le choix du pas d’intégration §t est un paramétre important d’une simulation de dynamique molé-
culaire. On considére le plus souvent que dt doit étre plus faible d’au moins un ordre de grandeur
que le temps caractéristique du mouvement le plus rapide du systéme étudié. Dans un systéme
biologique, le mouvement le plus rapide correspond aux élongations des liaisons X—H dont le temps
caractéristique est de 'ordre de 10 fs. Le pas de temps doit alors étre au maximum de 1 fs. Afin de
pouvoir augmenter ce pas de temps, on suppose qu’on peut considérer que la longueur des liaisons
X—H est fixe. Dans la suite de programmes AMBER, cette contrainte est imposée a l'aide de la
procédure SHAKE [129] qui permet de contraindre toutes les longueurs de liaisons faisant intervenir
un atome d’hydrogéne. Dans ce travail, nous avons utilisé cet algorithme avec un pas de temps de
2 fs.

Dans tous les algorithmes, 1’étape qui nécessite le plus de temps est le calcul des forces s’exercant
sur chaque atome et plus particuliérement les forces résultant des interactions entre atomes non liés.
En effet, le calcul de ces interactions nécessite de calculer la distance entre toutes les paires d’atomes
du systéme. Le temps nécessaire a ce calcul varie comme N2, ott N est le nombre d’atome. Pour
limiter le nombre d’interactions & calculer et donc réduire le temps de calcul de chaque itération on
définit un rayon de coupure, r., au deld duquel on néglige les interactions entre atomes non liés. Les
valeurs de 7. couramment utilisés sont de I'ordre de 8 A a 10 A. Cette approximation est acceptable
pour les interactions de van der Waals qui diminuent rapidement avec la distance (en r~%). Pour les
interactions électrostatiques qui varient en 7—! Iinteraction entre deux atomes n’est pas nulle méme
a grande distance et 'utilisation d’un rayon de coupure n’est pas satisfaisante. Une autre approche

sera présentée au paragraphe B.2.3.

B.2.2 Conditions aux limites périodiques

Dans le milieu cellulaire, les protéines sont en phase aqueuse. Pour décrire la présence des molécules
d’eau on peut utiliser une représentation implicite ou explicite. Dans nos simulations, nous avons
toujours utilisé une représentation explicite du solvant. Cette représentation modélise de fagon plus
réaliste les interactions entre la surface de la protéine et le solvant qui sont quelques fois cruciales

pour obtenir une bonne description de la structure d’une protéine.

Le systéme dont on calcule la trajectoire contient alors la protéine, entouré de molécules d’eau
enfermées dans un volume V. Nous avons utilisé un volume V de forme parallélépipédique, il est
appelé “boite de simulation”. Cependant, cette boite ne pouvant étre de dimension infinie, une partie
des molécules d’eau crée une interface avec le vide qui entoure le volume V. Si ce volume est trop
faible, les effets de bords dis a la stabilisation des molécules & la surface de la boite deviennent
important et perturbent fortement la dynamique du systéme. Pour contourner ce probléme, on utilise
des conditions aux limites périodiques qui sont une caractéristique importante des simulations en
phase condensée. La boite de simulation est répliquée a I'infini dans toutes les directions de I'espace

et ses images périodiques entourent la boite de simulation primitive (figure B.3).
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Figure B.3 — Conditions périodiques appliquées & un systéme en deux dimensions. La cellule cor-
respondant a la boite de simulation est encadrée, les autres cellules sont des images de la boite de
simulation primitive obtenues par translation. La fléche représente le déplacement d’une molécule
qui sort de la boite de simulation.

Au cours du mouvement, les coordonnées des atomes de la boite de simulation primitive sont copiées
dans toutes ses images. De plus, si une particule sort de la boite de simulation, les conditions aux
limites consistent a la faire entrer par la face opposée de la boite (figure B.3). De cette maniére
le nombre d’atome dans chaque boite est constant tout au long de la simulation. Les forces sont
calculées pour tous les atomes de la cellule centrale en incluant les interactions avec les atomes des
cellules voisines. Ces conditions périodiques donnent au systéme un caractére périodique artificiel.
Il faut donc s’assurer que le soluté (la protéine dans notre cas) ne soit pas en interaction avec 1'une
de ses images. Pour ce faire, on utilise une boite de simulation dont la plus petite dimension est au
minimum égale & deux fois le rayon de coupure utilisé pour limiter le calcul des interactions entre

atome non liés.

B.2.3 Calcul de I’énergie électrostatique par la méthode d’Ewald

L’interaction électrostatique entre deux charges effectives est représentée par un terme de Coulomb
(équation B.1). En phase condensée, le systéme comporte un ensemble de charges positives ou
négatives réparties dans ’espace. Pour calculer ’énergie d’interaction entre les charges, on fait la

somme des interactions de paires de charges.

1 X G

Eélee = § =3 B.2

élec 471'60 L ( )
1 1< J
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ou N est le nombres d’atomes du systeéme, g; est la charge de ’atome 7 et r;; est la distance entre
les atomes ¢ et j. En pratique, un systéme a toujours une taille finie et I’énergie électrostatique
est donc un nombre fini. Dans nos simulations, le fait que le systéme est en phase condensée est
modélisé par 'utilisation des conditions périodiques. Or, comme on calcule les interactions entre
les atomes de toutes les images de la boite de simulation, le nombre d’interaction a calculer serait
infini. Pour contourner ce probléme nous avons vu qu’on peut utiliser un rayon de coupure qui
permet de négliger les interactions & longue distance qui ne contribuent que faiblement a 1’énergie
totale. Cette approche ne peut pas étre utilisée dans le cas des interactions électrostatique car ce
sont des interactions a longue porté (elles décroissent en 1/7;;) et la somme de I’équation B.2 a une

convergence qui dépend de la fagon dont on fait tendre le systéme vers 'infini.

La méthode d’Ewald [130, 121] consiste & utiliser un artifice mathématique permettant de calculer
I’énergie électrostatique d’un systéme infini en utilisant les conditions périodiques. Pour cela, on
réexprime la densité de charge de la boite de simulation (qui correspond & N charges ponctuelles)

comme la somme de deux densités de charge (équation B.3).

N N
p(R) = (Z i 0(R —R;) — gy, (R)> +> 94 (R) (B.3)
=1 =1

ou R représente une position dans 'espace, R; représente la position de la charge ¢; et les fonctions
9q; (R) représentent des densité de charges gaussiennes centrées en R; et dont la charge totale vaut
q;- Dans le premier terme de I’équation B.3, chaque charge ponctuelle de la protéine est écrantée
par des densités de charges gaussiennes de qui sont ensuite réintroduites pour conserver la densité

de charge réelle.

L’utilisation de la densité de charge de I’équation B.3 pour calculer I’énergie d’interaction électro-
statique est un avantage car il remplace la somme de 1’équation B.2 par la somme de deux termes
plus faciles & calculer : le premier parce qu’il s’agit d’une somme qui converge rapidement et qui
sera calculée en utilisant le méme rayon de coupure que celui utilisé pour calculer les interactions
de van der Waals; le second parce qu’il est possible de profiter de la périodicité du systéme pour

I’évaluer dans ’espace réciproque en utilisant une transformée de Fourier.

Dans la suite de programme AMBER, les simulations utilisant les conditions périodiques utilisent
la méthode d’Ewald pour calculer les interactions électrostatiques. Elle est implémentée en utilisant
Palgorithme Particle Mesh Fwald [131,132]. Celui-ci est identique a la méthode d’Ewald pour le
calcul du premier terme de ’équation B.3. Le second terme, dans 1’espace réciproque, est calculé en
approximant la densité de charges de la boite de simulation par des charges réparties sur une grille
fixe qui quadrille le volume de la boite de simulation. Cette méthode permet une évaluation plus
rapide de I’énergie électrostatique. Les programmeurs de AMBER ont particuliérement travaillé a
Poptimisation de cette méthode, ce qui a abouti au module PMEMD (Particle Mesh FEwald Molecular
Dynamics) qui est une version paralléle plus efficace du programme de dynamique moléculaire de
AMBER.
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B.2.4 Ensembles thermodynamiques

L’ensemble des forces mises en jeu dans le champ de force ne dépend que des positions des atomes.
Donc 'énergie totale est conservée tout au long d’une simulation de dynamique moléculaire si on
considére que le systéme est isolé. D’autre, part, I'utilisation des conditions périodiques aux limites
permet de maintenir constant le nombre de particules N par unité de volume. Une dynamique molé-
culaire standard échantillonne donc des configurations dans ’ensemble micro-canonique, & énergie,
volume et nombre de particules constant (N,V E). En pratique, des fluctuations ou une faible dérive
de I’énergie sont observées & cause de 'accumulation d’imprécisions numeériques ou encore a cause

des approximations utilisées pour calculer les interactions entre atomes non liés.

Il est également possible de mettre en oeuvre des algorithmes permettant de faire des simulations
de dynamique moléculaire dans l'ensemble canonique (N,V,T), & température volume et nombre de
particule constant ou dans ’ensemble isobare-isotherme (N,P,T) qui est celui que nous avons le plus
utilisé au cours de cette thése. Les algorithmes permettant de contréler la température sont appelé
thermostats et ceux qui permettent de controler la pression sont appelés barostats. Ils sont basés
sur le couplage entre la dynamique des coordonnées du systéme et un réservoir de température ou

un réservoir de pression.

Thermostats

La température T' du systéme est calculée a partir des vitesses v; des atomes en coordonnées car-
tésiennes. Dans la limite classique ou la densité d’état est élevée, le théoréme de ’équipartition de

I’énergie nous donne :

N
1
T = E 02 B4
3N kp iU (B.4)

ou N est le nombre de particules et m; la masse de ’atome 3.

Dans AMBER, plusieurs algorithmes de controle de la température sont disponibles [133,134,135,
136]. Ils consistent & prendre en compte les échanges d’énergie cinétique entre le systéme et un

thermostat & une température Tg.

[’algorithme de Berendsen [133] est le plus simple. Il impose que les fluctuations de la température

T du systéme suivent la relation suivante :

dT To — T(t)

da T
ol 77 représente le temps de relaxation de la température aussi appelé taux de couplage et Tj est la
température d’un thermostat. Cette expression correspond & une contrainte harmonique qui impose
a la température du systéme T'(¢) de fluctuer autour de la température Ty d’un thermostat. Les
contraintes imposées sur la température du systéme induisent des contraintes sur les vitesses des

atomes par 'intermédiaire de ’équation B.4. A chaque pas de temps on ajuste les vitesses v; des
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atomes en les multipliant par un facteur correctif A\ unique pour ’ensemble des atomes. Ce facteur
est calculé en posant que la variation d’énergie cinétique est proportionnelle & la variation de la

température du systéme. Il est donné par la relation

B 5t (Tp
A_¢HP(TQ

ol p est 'unique paramétre du modéle qui dépend de 77.

Nous avons utilisé ici un algorithme plus simple qui consiste & remplacer ’équation de Newton
utilisée pour propager la trajectoire du systéme par une équation de Langevin. Dans cette derniére,
une force de frottement et une force aléatoire sont ajoutées aux forces déja existantes et permettent
de maintenir le systéme en équilibre avec un thermostat. Les parameétres déterminant ces deux
forces sont directement codés dans la suite AMBER [136]. Un apergu plus détaillé de 1’équation de

Langevin est donnée en annexe C page 177.

Barostat

La pression qui s’exerce sur le systéme est calculée par la méthode du viriel. Dans le cas d’un systéme
de N particules, si ’'on ne considére que des interactions de paire additives, la pression est donnée
par [137, p 159] :

2 (L1 N
_ 2 o

ou ¢; est le vecteur position de 'atome i et F; représente la somme vectorielle des forces qui s’exerce

sur ’atome 7.

Dans AMBER l'algorithme de controle de la pression est un algorithme de Berendsen, qui est traité
de maniére similaire & celui de contréle de la température. On contraint la pression du systéme a
suivre la relation suivante

dP  Py— P(t)

dt TP
ou Py est la pression d’un barostat en équilibre avec le systéme et 7p est le temps caractéristique de
relaxation de la pression. Dans ce cas la contrainte imposée sur la pression impose une contrainte
sur le volume de la boite de simulation. A chaque pas de temps il est multiplié par un facteur y qui

est donné par la relation :

ot
p=1-=p(F-P)—
TP

ou 7p est 'unique paramétre de ce modéle et § est la compressibilité isotherme de 1’eau.
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B.2.5 Détermination du réseau de liaisons hydrogéne

Les liaisons hydrogéne sont trés importantes dans I’étude de la structure des protéines. Elles sont
notamment & ’origine de la stabilisation des structures secondaires. Une liaison hydrogéne se forme
entre un atome d’hydrogéne d’une liaison polaire et un atome qui porte un doublet non liant. Ces
liaisons sont directionnelles et se forment grace au recouvrement entre 'orbitale 1s d’un hydrogéne et
le nuage électronique du doublet non liant. Les simulations moléculaires classiques ne permettent pas
de prendre en compte 'existence d’une liaison hydrogéne car le nuage électronique est représenté de
maniére implicite par I'intermédiaire de la charge effective. Pour caractériser ’existence de liaisons

hydrogéne un critére géométrique est utilisé, impliquant une distance et un angle (figure B.4).

Figure B.4 — Le critere utilisé pour savoir si une liaison hydrogeéne existe comporte la distance X-Y
et angle HXY. Les valeurs les plus souvent utilisées sont telles que d soit inférieur 4 3.2 A et que
a soit inférieur a 40°.

Les critéres les plus souvent utilisés sont un angle de 40° et une distance de 3.2 A. Ce critéere permet
de calculer au cours d’une simulation de dynamique moléculaire la probabilité pour qu’une liaison

hydrogéne existe.

B.2.6 Généralités sur la minimisation et la mise a I’équilibre du systéme

Avant de démarrer une dynamique moléculaire il est nécessaire d’avoir une conformation raisonnable
du systéme pour les conditions physico-chimiques dans lesquelles on souhaite faire la dynamique
moléculaire. Pour un systéme biologique, les conditions habituelles sont une température ambiante
(300K), une pression de 1 bar et un pH neutre (ou proche). Voici la méthode que nous avons

employée dans ce travail.

B.2.6.1 Obtention des coordonnées de départ

Les données structurales d’une protéine sont extraites des expériences de diffraction des rayons X
de cristaux de protéines qui permettent d’obtenir la densité électronique du systéme. En combinant
ces résultats expérimentaux et les bases de données sur les structures de protéines et les acides
aminés ont peut en déduire les coordonnées des atomes de la protéine qui sont reliés aux positions
des maxima de la densité. La résolution de ces structures est définie comme la plus petite distance

identifiable entre deux maximum de la densité et elle est de 'ordre 1 A 4 2 A.

La limite inférieure de la résolution expérimentale est de 'orde de grandeur de la longueur des
liaisons X—H. En effet, les atomes d’hydrogéne ont une faible densité électronique, ils diffractent

donc faiblement les rayons X et les maxima de la densité électronique associés a ces atomes sont
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difficilement détectables et les positions des atomes d’hydrogéne sont inconnues. De la méme ma-
niére, dans les zones flexibles des structures de protéines, le nombre de conformations possibles est
trés important, ce qui rend les maxima de la densité électronique difficilement identifiables et les

positions des atomes de certains acides aminés peuvent étre indéterminées.

La premiére étape pour préparer le systéme avant une dynamique moléculaire consiste donc & ra-
jouter les atomes manquant. D’autre part, une protéine étant un polyacide, il faut également choisir
I’état de protonation des acides aminés acido-basiques. Cette étape a été détaillée au paragraphe 1.5.
Enfin, une quantité suffisante de molécules d’eau est ajoutée autour de la protéine pour représenter
le solvant. La position de ces molécules d’eau est obtenue & partir d’une configuration issue d’une
simulation d’une boite d’eau & température ambiante et a faible densité. Des contre-ions (Na™ ou

Cl™) sont également ajoutés pour que la charge totale de la boite de simulation soit nulle.

B.2.6.2 Minimisation de I’énergie du systéme

La minimisation de ’énergie du systéme va permettre de relaxer les fortes répulsions dues a ’ajout
des atomes manquant et d’obtenir une meilleure description de la surface entre la protéine et le
solvant. Fn effet, 'ajout des atomes & partir d’une géométrie prédéterminée introduit un choix
arbitraire notamment pour les conformeéres des chaines aliphatiques ou encore la position des groupes
méthyle. Cela conduit souvent & une conformation aberrante de la protéine dans laquelle certaines
distances inter-atomiques sont trés courtes et impliquent de fortes répulsions, ce qui ne permet pas
d’utiliser cette conformation comme point de départ d’une dynamique. D’autre part, la configuration
des molécules d’eau autour de la protéine n’est pas adaptée a la présence de la protéine. Or 'interface
entre la protéine et le solvant est cruciale puisqu’elle controle le repliement de la protéine et la

maintient de sa structure.

Nous avons procédé en trois étapes. Dans un premier temps, seule les positions des atomes d’hydro-
géne sont optimisées car la grande majorité des atomes ajoutés sont des atomes d’hydrogéne et la
plupart des répulsions peuvent étre facilement supprimées par une simple rotation des méthyles ou
des molécules d’eau. Ensuite, tous les atomes de la protéine sont fixés et on laisse se relaxer toutes
les molécules d’eau. Cette étape est une premiére optimisation de la surface entre la protéine et le
solvant. Cette optimisation est facilitée par la faible densité des molécules d’eau ajoutées autour de
la protéine. Pour finir, I’énergie du systéme est optimisée en laissant libre les molécules d’eau et les
contre ions et en affaiblissant les contraintes sur les atomes de la protéine (on utilise une constante
de force de I'ordre de 5 - 10 kcal -mol ~!). Cette contrainte permet aux chaines latérales de se relaxer
tout en garantissant une faible déviation par rapport a la structure cristalline. Cette derniére étape
contribue faiblement & la baisse d’énergie potentielle. Ceci est di au fait que le systéme est en phase

condensée et que les déplacements possibles des chaines latérales sont limités.

B.2.6.3 Mise a 1’équilibre du systéme

Les coordonnées obtenues a l'issue de la minimisation ne sont pas encore adaptées pour démarrer

une dynamique moléculaire & température et pression constante. Il faut tout d’abord chauffer le
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systéme pour atteindre la température souhaitée et ajuster le volume de la boite de simulation de

sorte que la pression du systéme atteigne la valeur voulue. On procéde généralement en deux étapes :

e Le systéme est équilibré en température, & volume constant.

e La pression du systéeme est équilibrée en imposant une pression de 1 atm.

La configuration de départ étant issue d’une structure cristalline généralement obtenue & faible tem-
pérature, il est préférable de commencer la dynamique a faible température (100 K) afin d’éviter
des collisions duent & des vitesses initiales trop importantes. Lors de 'augmentation de la tempé-
rature, le volume est maintenu constant. De plus, pour éviter un dépliement de la protéine, des
contraintes faibles sont imposées sur les atomes de la protéine (5 - 10 kcal - mol 71). La température

est augmentée progressivement de 100 K & 300 K puis maintenue & 300 K pour équilibrer le systéme.

La derniére étape consiste & équilibrer la pression en faisant une dynamique moléculaire dans 1’en-
semble (N,P,T) dans laquelle on fixe la pression du systéme a 1 atm. L’augmentation de la pression
a pour effet de diminuer le volume et de faire augmenter la densité. Elle augmente, rapidement
pendant les 100 premiéres picosecondes de la simulation de 0.8 & 1. La relaxation des contraintes
utilisées pour maintenir la structure de la protéine dans les étapes précédentes n’est généralement
pas bien documentée. Au cours de ce travail, nous avons utilisé plusieurs protocoles différents va-
riant en fonction de la situation dans laquelle se trouve le systéme au moment ou les contraintes

sont relaxées.

Les configurations obtenues correspondent & des configurations d’équilibre du systéme a la tempé-
rature et la pression voulue. La simulation peut alors étre poursuivie jusqu’a obtenir la convergence

des grandeurs que 'on souhaite calculer.
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Annexe C

Simulation de dynamique Brownienne

La dynamique Brownienne est une approche qui permet d’étudier des échelles de temps plus longue
que la dynamique moléculaire tout atome. Dans une simulation de dynamique moléculaire tout
atome, on considére que le pas de temps utilisé pour intégrer la trajectoire doit étre inférieur d’'un
ordre de grandeur au temps caractéristique du mouvement le plus rapide. Il en résulte que les
mouvements les plus lents ne sont que trés faiblement échantillonnés car les temps de simulations
seraient trop long pour acquérir une statistique satisfaisante. Un facon de faire est de modéliser les
coordonnées rapides par des forces aléatoires et un terme de friction. Les équations du mouvement

de Newton sont alors remplacées par les équations du mouvement de Langevin.

Cette annexe présente les équations de Langevin, les paramétres qui interviennent et la facon dont

elles sont résolues numériquement.

C.1 Les équations du mouvement

Nous allons considérer que, sur I’ensemble des coordonnées du systéme, on peut isoler une coordon-
née g selon laquelle le mouvement est lent par rapport au mouvement sur les autres coordonnées.

L’équation de Langevin, qui remplace celle de Newton, est la suivante :
mG =F(t)— & + R (C.1)

ou m est U'inertie associée a la coordonnée g, F'(t) est la force exercée par I'environnement le long
de la coordonnée g, £ est le coefficient de friction et R représente une force aléatoire de moyenne
nulle et non corrélée a la coordonnée ¢ (équation C.4). Du fait de la présence d'un terme aléatoire

cette équation est dite stochastique.

L’équation de Langevin représente la dissipation d’énergie due aux échanges entre la coordonnée
lente et les coordonnées rapides. La force aléatoire et la force de friction, qui est similaire & une

force de frottement fluide, représentent les chocs avec les autres particules du systémes. La force
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aléatoire satisfait les trois relations suivantes :

(R(R(0)) = 2mkpTEd() (C.2)
(R(t)q(t)) = 0 (C.3)
(R(t)) = 0 (C.4)

ou la moyenne porte sur une trajectoire. L’équation C.3 impose que la force aléatoire qui s’applique
sur la coordonnée g est indépendante de cette coordonnée. L’équation C.2 relie le coefficient de
friction avec la force aléatoire. Cette relation est nécessaire pour que la trajectoire puisse atteindre

un équilibre, §’il existe.

A la place du coefficient de friction, on utilise aussi le coefficient de diffusion, D. Dans le cas d’un
mouvement de rotation ils sont reliés par la relation d’Einstein :

kgT

grot - Drot

ol Dy, est en s™ 1.

C.2 Résolution numérique de I’équation de Langevin

L’équation C.1 est résolue par intégration numérique avec un pas d’intégration dt. Nous avons utilisé
Palgorithme d’Ermak [121, p 263] qui est un algorithme du méme type que celui de Verlet. Il impose

de faire ’hypothése que la force F'(t) varie peu sur U'intervalle de temps dt.

gt +6t) = q(t) + c1 6t 4(t) + co 6t G(t) + 6gm™ (C.5)
Gt+0t) = cod(t) + (c1 — c2) 6t (t) + e 5t G(t + 6t) + 5G4 (C.6)
ot g™ et §¢"*? sont des termes aléatoires et les coefficients cg, ¢1 et ¢ ont pour expressions :
co = exp(—E£it)
1-— Co

_ C.7
“ £t (€D
c . 1— C1
2 ot
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C.3 Tirage des nombres aléatoires corrélés

Les termes aléatoires g™ et §¢"%"® sont corrélés et sont obtenus a partir de la densité de proba-

bilité suivante :

_ 1 (C.8)

2no40,(1 — c%(md)l/2

1 5q7‘and 2 N 5qrand 2 ) 6qrand 5qrand
ex - — 2Cran,
P 21 —¢2) o o d o o

ou oy est I’écart type du déplacement aléatoire sur la coordonnée ¢, o, est I’écart type de la variation

rand ‘rand
, 66""Y)

p(dq

aléatoire de la vitesse de la coordonnée q, et c.qq €5t 1a corrélation entre ces deux variables aléatoires.

Ces trois parameétres sont donnés par les équations :

kgT 3 — 480t 4 o280t
2 g2RBE “1(q _
A <2 i )
kgT
2 _ PMBL (4266t
7T m (1=e7) (C.9)
Crand9q0v = (sthWT(g(St)_l(l_e_fét)?

(C.10)

Du fait de la présence d’un terme aléatoire dans ’équation C.1, une trajectoire unique obtenue
avec des conditions initiales données n’a pas de sens particulier. On doit calculer la moyenne sur un

grand nombre de trajectoires de la propriété considérée.

C.3 Tirage des nombres aléatoires corrélés

Les termes aléatoires des équations utilisées pour résoudre numériquement 1’équation de Langevin,
5q"™ et 5" sont corrélés (équation C.8), c’est a dire que leurs variations sont lices. Ce paragraphe
présente une méthode efficace pour échantillonner des variables aléatoires corrélées. Dans ce qui suit
on considére deux variables aléatoires X et Y de variance ox et oy et de corrélation c. La corrélation

est reliée aux valeurs moyennes, X et Y des variables X et Y par la relation :

c =) (Xi-X)(¥%-Y)

)

c = ZXZ»Y,»—Y?
7

On va supposer la densité de probabilité suivante pour les coordonnées X et Y qui est de la méme

forme que celle de I'équation C.8 :

XY o e { =g (K4 (/) = 20 () (/) |
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Pour simplifier les notations, nous utiliserons des variables réduites : x = X/ox et y = Y/oy. La

densité de probabilité s’écrit alors :

2 4+ y? — 2C:Uy>

p(x,y) < exp (— 20— )

Une premiére méthode pour obtenir des valeurs de z et y consiste a utiliser la méthode du rejet [64, p
281] : on tire aléatoirement un couple (z,y) et on accepte le couple obtenu avec la probabilité p(z, y).

Une deuxiéme méthode consiste & faire un changement de variables pour décorréler les variables
x et y. Pour cela on écrit la densité de probabilité sous forme matricielle, avec M une matrice de

dimension 2 et V un vecteur dans I’espace défini par les variables x et y.
1 1 —c
———(Vt MV M =
T B G
On exprime ensuite le produit V¥ M V dans la base qui diagonalise M.
1+c 0 1 1 1
D= U=—
0 1-c V21 -1

ot D = U* M U et U est la transformation unitaire qui diagonalise M. Soit z1 et 2o les nouvelles

variables qui sont les composantes de U V. La densité de probabilité s’écrit alors :

plz1, 22) oc exp {_ (2<(f 1+)2c> - 2((12 2_)20))}

On calcule ensuite z et y de la fagon suivante :

1. on tire aléatoirement deux nombres z; et zo selon la densité p(z1, 22)

2. on calcule X et Y avec les équations :

1
X = e (Z]_ + 22) ox

-

Y = — (21— 2) oy

V2

Cette fagon de faire est plus efficace que la simple méthode du rejet. En effet, si les deux nombres
sont fortement corrélés, par la méthode du rejet, il faut essayer un grand nombre de couples avant
d’en accepter un. De plus, si on utilise une fonction permettant de tirer aléatoirement une chaine

de nombres aléatoires gaussiens aucun tirage n’est rejeté ce qui accentue encore l'efficacité.
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Annexe D

Calculs de chimie quantique

La chimie quantique correspond & un niveau de description du systéme dans lequel les électrons
sont traités de maniére explicite. Elle permet de calculer des propriétés électroniques du systeme
comme le moment dipolaire ou encore les énergie de transition et les forces d’oscillateur. Dans cette
theése les calculs de chimie quantique ont été utilisés avec deux objectifs : le calcul des paramétres
du champ de force du chromophore et le calcul des énergies de transitions électroniques et des forces

d’oscillateur associées.

Les calculs de chimie quantique effectués au cours de cette thése se place dans 'approximation
de Born-Oppenheimer, c’est a dire que les noyaux sont considérés comme immobiles. Toutes les
grandeurs calculées sont donc des fonctions des positions des noyaux atomiques. Les calculs de chimie
quantique consistent en une résolution approchée de I’équation de Shrodinger et se différencient par
le niveau des approximations utilisées et le type de formalisme employé. Dans ce qui suit seront

présentées les méthodes utilisées au cours de cette thése.

D.1 Fonction d’onde et densité électronique

La fonction d’onde électronique du systéme, W, est une fonction des coordonnées de ’ensemble des
électrons du systéme. Elle est exprimée sous la forme d'un déterminant ou d’une somme de déter-
minants (méthode multi-référence) de Slater, qui garantissent que ¥; est antisymétrique. Chaque

déterminant représente une configuration électronique du systéme :
v = Z%% = Zcz‘j X1 X2 Xnl
J J

ou xg est une orbitale moléculaire, OM, du systéme et n est le nombre d’électrons du systéme.

Dans la méthode Hartree-Fock, la fonction d’onde ¥; est approchée par un seul déterminant, et les
OM sont obtenues par diagonalisation de 'opérateur de Fock [138, p 297|, les valeurs propres sont
appelées énergies des OM. Les OM sont alors séparées en deux groupes : les OM occupées qui sont
celles qui interviennent dans le déterminant considéré et les OM vacantes qui n’interviennent pas

dans le déterminant.
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On appelle HOMO (Hightest Occupied Molecular Orbital) ’OM occupée d’énergie la plus élevée et
LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital) ’OM vacante de plus basse énergie. Une transition

électronique correspond & un transfert d’électron des OM occupées vers des OM vacantes.

La densité électronique du systéme p(r) est une fonction de trois variables définissant un point de

I'espace. Elle est reliée a la fonction d’onde électronique par :

p(’l") = //\I/;k \I/idrl"'dTnfl

Contrairement a la fonction d’onde, la densité électronique est une observable. Elle peut étre me-
surée expérimentalement par des expériences de diffraction des rayons X. D’autre part, alors que la
fonction d’onde dépend de 3n variables (les 3 coordonnées des n électrons du systéme), la densité
électronique ne dépend que de 3 variables quelque soit la taille du systéme. En chimie quantique,
on distingue les méthodes Hartree-Fock (HF) et post-Hartree-Fock [138], basées sur le calcul de la
fonction d’onde du systéme, et les méthodes de la théorie de la fonctionnelle de la densité, DFT,

basées sur le calcul de la densité électronique.

D.2 Calcul utilisant la théorie de la fonctionnelle de la densité

Formalisme

Les calculs de la théorie de la fonctionnelle de la densité, sont basés sur le théoréme de Hohenberg
et Kohn [139] qui dit que I’énergie de I'état électronique fondamental est complétement déterminée
a partir la densité électronique, p(r) du systéme. L’énergie et les termes qui la compose sont alors
écrits comme des fonctionnelles de la densité électronique (équation D.1). Kohn et Sham [140] ont

proposé d’écrire ’énergie comme une fonctionnelle de la densité, de la fagon suivante :

Eprrlp] = Tslp] + Enelp] + Jlp] + Exclp] (D.1)

ou Tg[p] est I'énergie cinétique d’'un gaz d’électron sans interaction (dont l’expression analytique
est connue), Fp.[p] est 'énergie d’interaction entre les noyaux et la densité électronique, J[p(r)]
est l'intégrale de Coulomb et E,.[p] est appelée la fonctionnelle d’échange-corrélation. C’est une
fonctionnelle universelle (car elle ne dépend pas de la position des noyaux), qui représente les effets

négligés dans les autres termes de ’équation D.1. Elle est donnée par :

ou T'[p] est ’énergie cinétique exacte du systéme et E..[p] est 'énergie d’interaction électronique
exacte. Les trois premiers termes de ’équation D.1 sont des expressions analytiques simples de la
densité électronique. Pour faire un calcul DFT, on se donne alors une expression approchée de la

fonctionnelle d’échange-corrélation.
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Utilisation de la DFT

La DFT présente deux avantages par rapport aux méthodes basées sur les équations Hartree-Fock.
Tout d’abord, bien que la fonctionnelle d’échange-corrélation soit inconnue, la DFT inclue ex-
plicitement dans son formalisme le traitement de la corrélation électronique. Dans les méthodes
post-Hartree Fock, le traitement de la corrélation électronique passe par 'utilisation de méthode
multi-référence. D’autre part, pour deux calculs de précision comparable, celui utilisant la DFT
est plus rapide que celui utilisant une méthode post-Hartree Fock et nécessite généralement moins
de mémoire. La DFT a donc permis d’étendre le champ d’application de la chimie quantique a de
plus grandes molécules (de 'ordre d’une centaine d’atomes) et de mettre en oeuvre des méthode de

dynamique quantique ab initio efficaces.

Il existe a I’heure actuelle un grand nombre de fonctionnelles d’échange-corrélation. Elles sont gé-

néralement classées en fonction de la facon dont elles dépendent de la densité électronique.

Les fonctionnelles les plus simples sont appelées fonctionnelles locale (LDA, Local Density Approzi-
mation). Elles supposent que la fonctionnelle est une moyenne pondérée par la densité électronique
d’une fonction de la position qui ne dépend que de la valeur de la densité électronique & cette posi-
tion. Une autre approche est d’inclure dans la fonctionnelle un terme qui dépend du gradient de la
densité électronique (fonctionnelles GGA, Generalized Gradient Approximation). Dans ce type de
fonctionnelles on trouve notamment les fonctionnelles PBE [83] et BLYP [84,85]. Le dernier type de
fonctionnelles, appelées meta-GGA, inclue le laplacien de la densité électronique. La fonctionnelle
B3LYP [88] est 'une des fonctionnelles les plus utilisées en chimie moléculaire. C’est une fonction-
nelle de type hybride construite & partir de fonctionnelles GGA et corrigée en ajoutant une partie de
Iénergie d’échange calculée au niveau Hartree-Fock. Au cours de cette thése, la plupart des calculs

DFT ont été effectués avec cette fonctionnelle.

D.3 Etats excités et transitions électroniques

D.3.1 Opérateur d’échelle

Soit ¥q la fonction d’onde de ’état électronique fondamental. Soit ¥; la fonction d’onde d'un état
électronique excité. L’opérateur d’échelle, T, est 'opérateur permettant de construire la fonction
d’onde ¥; & partir de ;.

Si on suppose que la fonction d’onde de I'état excité peut s’écrire comme une combinaison linéaire
de déterminants mono-excités, 'opérateur d’échelle se décompose comme une somme d’opérateurs
mono-électroniques, t,;, qui substituent ’OM occupée x;, par I’OM virtuelle ;. L’opérateur d’échelle

devient alors :

T =Y antn (D.2)
k l
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ou la somme sur k porte sur les OM occupées et la somme sur [ porte sur les OM vacantes. Les
coefficients ay; caractérisent le transfert de charge associé a la transition électronique. Si la transition
électronique correspond au transfert d’un électron de 'orbitale HOMO vers 'orbitale LUMO, alors
tous les coefficients ay; sont nuls excepté ayn4+1. Dans des systémes comme le chromophore étudié
dans cette thése, le transfert de charge correspondant a la formation d’un état excité est généralement

une somme de transferts partiels d’électrons de plusieurs OM occupées vers plusieurs OM vacantes.

D.3.2 La force d’oscillateur

La force d’oscillateur est une grandeur sans dimension qui quantifie la probabilité d’une transition

électronique.

Soit une transition électronique d’un état i vers un état j et v la fréquence du photon émis ou

absorbé lors de la transition.

Soit un électron de masse m et de charges e dans un potentiel harmonique en trois dimensions, de

fréquence v égale a celle de la transition électronique définie ci-dessus.

La force d’oscillateur associée a la transition de 1’état ¢ vers I'état j est donnée par le rapport de

la probabilité de cette transition, sur la probabilité de la premiére transition de 1’électron dans

le potentiel harmonique défini ci-dessus. Les probabilités de transition étant proportionnelles aux

modules au carré des moments de transitions, le rapport des probabilités est égal au rapport des

moments de transition :
| M; 5|

| Mg

= (D.3)

ot M;; est le moment de la transition de l'état i vers I'état j et ME™ est le moment de la
premiére transition de I’électron dans le potentiel harmonique. Les fonctions d’ondes d’un électron
harm

dans un potentiel harmonique sont connues, et le calcul du moment de transition MY aboutit a

I'expression de la force d’oscillateur suivante :

8mlmu

D.3.3 Calcul des énergies de transition

Au cours de cette thése nous avons utilisée deux méthodes permettant de calculer les énergies de
transition : la méthode TDDFT, Time Dependent Density Functional Theory, et la méthode CIS,
Configuration Interaction Single. Ces deux méthodes, implémentées dans Gaussian(03, permettent
de calculer pour une transition électronique, 1’énergie de transition, la force d’oscillateur et les

coefficients ag; de 'opérateur d’échelle associé a ’état excité formé par la transition électronique.

La méthode TDDFT utilise le formalisme de la théorie de la fonctionnelle de la densité. L’interaction

entre le nuage électronique et un champ électrique dépendant du temps est traitée par la théorie de la
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réponse linéaire dépendante du temps. Cette approche permet de calculer directement les coefficients
ag; de Popérateur d’échelle et d’en déduire les énergies de transition, sans avoir a calculer la densité

électronique du systéme.

La méthode CIS fait partie des méthodes dites post-Hartree Fock. Ces méthodes consistent & écrire
la fonction d’onde du systéme comme une somme de déterminants. Les coefficients qui pondérent ces
déterminants sont calculés par diagonalisation de ’hamiltonien du systéme. Dans la méthode CIS, on
ne considére que les déterminants mono-excités par rapport au déterminant de I’état fondamental
(Pétat fondamental est représenté par un seul déterminant issu d’un calcul Hartree-Fock), et les
OM (et donc les déterminants) ne sont pas modifiées au cours du calcul, seuls leurs poids respectifs
varient. Ce calcul s’appelle une interaction de configuration. La fonction d’onde et I’énergie de I’état
excité sont alors déterminées par la diagonalisation de I’hamiltonien dans la base des déterminants

mono-excités.
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Diagramme de Perrin-Jablonski représentant les phénoménes photophysiques pos-
sibles dans un état excité. RV signifie relaxation vibrationnelle, CI signifie conver-

sion interne et CS signifie croisement inter-systéme.

a) et b) Structure tridimensionnelle de la GFP vue de face et de dessus. Les feuillets
rouges définissent le cleft qui est une faiblesse de la structure de la GFP. ¢) Vue du
chromophore de la GFP a l'intérieur de la protéine. Il est 1ié a 1’hélice « centrale

par deux liaisons covalentes..

Mécanisme proposé par Cubitt et al [22] pour la synthése intra-moléculaire du
chromophore de la GFP

Orbitale moléculaire HOMO et LUMO du chromophore de la GFP obtenue par
un calcul B3LYP/6-31G*.

Echantillon des protéines fluorescentes actuellement disponibles.

Représentation et numérotation des atomes du chromophore de la Cerulean en

conformation cis et trans et du chromophore anionique de la GFP.

Schéma représentant une chaine d’acides aminés reliés par des liaisons peptidiques.

Le cadre délimite Uentité associée a un acide aminé standard dans AMBER.

Courbes d’énergie potentielle des torsions autour des liaisons C12-C11 (angle di-
édre 7) et C11-C7 (angle diedre ¢) pour les deux conformations cis et trans du
chromophore. Les calculs ab initio ont été fait au niveau B3LYP/6-31G* sur des

géométries partiellement optimisées. ff99 : valeurs calculées avec le champ de force

f99. .

Comparaison entre la courbe d’énergie potentielle de I’état excité du chromophore
calculée par Toniolo et al et celle calculée avec le champ de force ff99 aprés ajus-

tement des paramétres associés & la torsion ¢.

Courbes F;(q) obtenues a partir d’une simulation sans contraintes et de simulations

biaisées.

Deux courbes F;(q) issues de deux fenétres consécutives et les deux histogrammes

biaisés des valeurs de g correspondants. .
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[.13

I1.1

I1.2

I1.3

I1.4

I1.5

I1.6

Schéma permettant de visualiser la méthode du bootstrap. L’échantillon initial F;
est obtenu & partir de ’espace complet des éléments par une méthode d’échan-
tillonnage (dynamique moléculaire, tirage aléatoire ...). Les échantillons de boots-
trap sont obtenus en tirant aléatoirement N éléments parmis les N éléments de

I’échantillon initial avec remise : un élément peut donc étre tiré plusieurs fois. .

a) Incertitude u(<z>) sur la valeur moyenne de = (en noir) et u(o,) sur l'écart
type de x (en rouge), en fonction du nombre N de valeurs de x dans I’échantillon
initial. b) En rouge, distribution D?(<z>) des valeurs moyennes calculées sur les
Ny échantillons de bootstrap dans le cas ol I’échantillon initial contient N=1000
valeurs de = (en haut) et N=>50 valeurs de x (en bas). Le trait vert représente la
vraie valeur moyenne de la distribution utilisée et le trait noir représente la valeur

moyenne de ’échantillon initial. .

a : Structure de la ECFP. Tyrl45 et His148 sont représentés en bleu pour la
conformation A (code PDB 10XD) et en rouge pour la conformation B (code
PDB 10XE). b : Chromophore dans la conformation ¢rans. ¢ : Chromophore dans

la conformation cis. .

a) Représentation schématique du chromophore de la Cerulean et de son envi-
ronnement dans la structure cristallographique. Les tirets représentent les liaisons
hydrogéne identifiées a partir de la structure RX (les distances entre atomes lourds
sont données en A) Les lignes rouges correspondent aux liaisons hydrogéne sup-
posées jouer un role dans la stabilisation du chromophore en conformation ¢is. b)
Spectre d’absorption de la Cerulean en solution en fonction du temps aprés un
saut de pH de pH 8 a pH 5. A t = 0 (rouge O) pH 8, 20 min (violet OJ), 40 min
(vert ¢), 60 min (orange A), 90 min (bleu V), 150 min (noir x) pH 5. .

Longueur d’onde de la premiére transition électronique et force d’oscillateur as-
sociée (entre parenthéses) pour la conformation cis du chromophore neutre et du

chromophore cationique et la conformation trans du chromophore neutre.

Courbe de titration de Aspl48 dans la Cerulean. L’ordonnée représente la proba-
bilité que Aspl48 soit dans sa forme acide (protoné et neutre). Les deux molécules
en haut a gauche et en bas a droite représentent respectivement la forme acide et

la forme basique d’un acide aspartique.
Les quatre positions initiales envisagées pour le proton acide de Aspl148. .

Noms des atomes employés pour Aspl48. Les angles 6, a et § correspondent res-
pectivement aux torsions autour des liaisons CA-CB, CB-CG et CG-ODH. La
torsion 6 est mesurée par l'angle diédre C-CA-CB-CG, la torsion « est mesurée
par 'angle diédre CA-CG-CB-ODH et la torsion 3 est mesurée par ’angle diédre
CB-CG-ODH-HD.
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I1.7

I1.8

I1.9

I1.10

I1.11

I1.12

Déplacement carré moyen en fonction du temps des C, des acides aminés qui
forment une structure secondaire de type hélice a ou feuillet 5 en noir, de 'en-
semble des C,, en rouge et de 'ensemble des atomes de la protéine en orange dans

la simulation 1..

En noir, orientation de la chaine latérale de Aspl48 dans les simulations 1, 2
et 3. Il n’y a pas de liaison intra-acide aminé entre ’acide carboxylique et le
squelette protéique de Aspl48, 'hydrogéne HD est orienté a l'extérieur du groupe
carboxylique et les deux atomes d’oxygéne du groupe carboxylique sont proches
du groupe NH de l'indole du chromophore. La géométrie bleu transparente est
issue de la structure cristalline, le proton acide étant positionné selon ’hypothése

d’une liaison hydrogéne intra-acide aminé. .

Réseau de liaisons hydrogéne dans ’environnement du chromophore obtenu a par-
tir de la simulation 1 & pH 5. Les fleches indiquent la présence d’une liaison hy-
drogéne et sont orientées du donneur vers I'accepteur d’hydrogéne. Les nombres
associés a chaque liaison hydrogéne indiquent en pourcentage le temps pendant
lequel la liaison hydrogéne existe. Les critéres utilisés pour déterminer I'existence

d’une liaison hydrogéne sont de 3.2 Apour la distance et 40° pour I’angle.

a) Représentation du cleft entre les brins 6 (en jaune) et 7 (en vert) dans la Ceru-
lean. La chaine latérale de Aspl48 (brin 6) est également représentée. b) Schéma
représentant les acides aminés constituant les brins 6 et 7 et les liaisons entre les
fonctions amides de chaque paire d’acides aminés. Les traits pleins représentent
les liaisons hydrogene présentes dans la structure RX. Les tirets représentent les

liaisons hydrogéne manquantes.

Trajectoires de la distance entre 'atome ODH de Asp148 et ’atome d’oxygéne du carbo-
nyle de Lys166 (en noir), de la moyenne des deux longueurs des liaisons hydrogénes entre
Tyrl51 et Asnl64 (en rouge) et de la densité de la boite de simulation (en violet). Le
temps t=0 correspond au reldchement des contraintes et les barres verticales séparent les

différents type de simulation.

Vue des interactions entre des atomes d’une protéine centrale (en bleu) et deux
protéines voisines dans la région (en rouge) des brins 6 et 7 de la protéine centrale.
La protéine jaune est obtenue par 'opération de symeétrie (—z —a, —y, z—c) et
la protéine rose est obtenue par 'opération de symétrie (x —a, —y—b, —z). Les
acides aminés représentés sont ceux dont au moins un atome est interaction avec

un atome de la région rouge de la protéine centrale (tableau IL.5)..
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I1.13

I1.14

I1.15

I1.16

I1.17

IT.18

I1.19

Vue des interactions inter-protéines dans le cristal de la GFP(structure RX code 1IEMA).
La protéine centrale est a gauche, la protéine de droite est obtenue par ’opération de
symétrie (x , —y +b , —z + ¢). La région représentée en rouge représente les acides
aminés de la protéine centrale inclus dans la recherche des contacts avec les protéines
voisines. Les acides aminés représentés sont ceux dont au moins un atome est interaction
avec un atome de la région rouge de la protéine centrale (tableau I1.5), soit directement,

soit par l'intermédiaire d’une molécule d’eau.

Trajectoires de la distance entre les atomes d’oxygéne du groupe COO ™~ de Asp148
et 'atome N9 du chromophore de la Cerulean sur ’ensemble de la simulation &
pH 8 avec le chromophore en conformation cis .La simulation de la protéine sans

contrainte commence a t=0.1 ns..

Réseau de liaisons hydrogéne dans I’environnement du chromophore obtenu a par-
tir de la simulation & pH 8 avec le chromophore en conformation cis. Les fleches
indiquent la présence d’une liaison hydrogéne et sont orientées du donneur vers l’ac-
cepteur d’hydrogéne. Les nombres associés & chaque liaison hydrogéne indiquent,
en pourcentage, le temps pendant lequel la liaison hydrogéne existe. Les critéres
utilisés pour déterminer Iexistence d’une liaison hydrogéne sont de 3.2 A pour la

distance et 40° pour l'angle..

Profil d’énergie libre en fonction de la torsion § autour de la liaison CA-CB de
Aspl48 a pH 8 (angle diedre C-CA-CB-CG.

Déplacement carré moyen, en fonction du temps, des C, des acides aminés qui
forment une structure secondaire de type hélice a ou feuillet 5 (en noir), de l’en-
semble des C, (en rouge) et de 'ensemble des atomes de la protéine (en orange)

dans la simulation pH8-trans. .

Réseau de liaisons hydrogéne dans I’environnement du chromophore obtenu & par-
tir de la simulation & pH 8 avec le chromophore en conformation trans. Les fleches
indiquent la présence d’une liaison hydrogéne et sont orientées du donneur vers l’ac-
cepteur d’hydrogéne. Les nombres associés a chaque liaison hydrogéne indiquent,
en pourcentage, le temps pendant lequel la liaison hydrogéne existe. Les critéres
utilisés pour déterminer Iexistence d’une liaison hydrogéne sont de 3.2 A pour la

distance et 40° pour l'angle..

Superposition des structures de la Cerulean au cours de la simulation pHS8-trans et
de la structure RX de la ECFP dans sa conformation A, ou dans sa conformation
B. Le brin 6 qui porte His148 dans la ECFP et Aspl48 dans la Cerulean est mis
en évidence. Il est représenté en vert dans la Cerulean et en rose dans la ECFP.
Les acides aminés Aspl48 et His148 sont représentés respectivement en vert et en

rose. .
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I1.20

I1.21

I1.22

I1.23

I1.24

I1.25

I1.26

I1.27

I1.28

I1.29

Spectres d’absorption de la Cerulean, & pH 5 avec le chromophore en conformation
cis, pH5-cis (noir), & pH 8 avec le chromophore en conformation cis, pH8-cis
(pointillés rouges) et a pH 8 avec le chromophore en conformation trans, pH8-trans

(trait plein rouge).

a) Variation en fonction du nombre N, d’échantillons choisis au hasard par la
méthode du bootstrap, de la valeur moyenne (en noir, échelle a gauche) et de
Pécart type (en rouge, échelle a droite) des valeurs de A4, calculés sur les Ng
échantillons. b) Spectre d’absorption moyen (en noir) et fluctuations du spectre

d’absorption (en marron).

Variation de 'incertitude sur A4, en fonction du nombre Ng,, d’éléments dans

I’échantillon primitif.

Spectres d’absorption calculés avec les fonctionnelles BSLYP, BLYP, BP86, PBE,
PBEO, SVWN, TPSS et TPSSh a partir de 200 configurations extraites de la

simulation & pH 5 avec le chromophore en conformation cis. .

Distribution p(AXpez|DFT) du décalage du maximum du spectre d’absorption
en fonction de la fonctionnelle utilisée a) lorsque le pH varie de pH 5 a pH 8
le chromophore restant en conformation cis b) lorsque le pH varie de pH 5 a
pH 8 et le chromophore passe de sa conformation cis & sa conformation trans. La
distribution noire avec des carrés est la moyenne des distributions ; elle est obtenue

par ’équation II.4.

Orbitale moléculaire du chromophore de la Cerulean en conformation cis obtenues

au niveau B3LYP/6-31G*. La valeur de l'orbitale sur l'isosurface tracée est 0.02. .

Spectres d’absorption a) pour la simulation pH5-cis b) pour la simulation pHS8-cis
et ¢) pour la simulation pHS8-trans ou la contribution a ’absorbance de chaque
état excité est explicitée : en noir le premier état excité, en rouge le deuxiéme état

excité, en vert le troisiéme état excité et en bleu le quatriéme état excité..

Densités de probabilité de la différence d’énergie entre 'orbitale HOMO et I'orbi-
tale LUMO du chromophore construites a partir des calculs TDDFT utilisés pour
faire les spectres d’absorption, & pH5 lorsque le chromophore est en conformation
cis (en noir), & pHS8 lorsque le chromophore est en conformation cis (en rouge) et

a pH 8 lorsque le chromophore est en conformation trans. .

Différence d’énergie libre, AF, & pH 7, entre I'état échantillonné par Monte Carlo
et 'état de référence (dans cet état, tous les acides aminés acido-basiques sont
neutres), en fonction du nombre de pas Monte Carlo (en noir).Valeur moyenne de

AF en fonction du nombre de pas Monte Carlo (en rouge).

Histogrammes représentant la probabilité des micro-états de protonation en fonc-
tion de leur énergie libre associée a différents pH. La valeur AF=0 kcal -mol ! a

été attribuée au micro-état le plus probable.
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I1.30

1.1

II1.2

I11.3

I11.4

I11.5

I11.6

III.7

I11.8

I11.9

I11.10

En noir, échelle de gauche, nombre de micro-états de protonation nécessaires pour
obtenir un échantillon de micro-états de protonation tel que la probabilité que
le micro-état de protonation de la protéine appartienne & cet échantillon soit de
0.8. En rouge, valeur du pKa (en abscisse) des acides aminés acido-basiques et, en

ordonnée (échelle de droite) leur nombre dans la Cerulean.

Apergu des géométries TWe (a gauche) et TWr (& droite). .

Schéma proposé par Martin et al pour représenter la surface d’énergie potentielle
de ’état excité fluorescent du chromophore de la GFP. Les fleches rouges et vertes
en pointillé représentent des transitions électronique non radiatives. Les fléches
noires en pointillé représentent les chemins sur la surface d’énergie potentielle de

I’état électronique excité envisagés par Martin et al.

Apercu de 'encombrement stérique du chromophore de la GFP, figure a, et des

liaisons hydrogéne limitant le mouvement de 'oxygéne du phénolate, figure b. .

a) Histogramme des valeurs de ¢ obtenues au cours de la simulation de une na-
noseconde. b) Valeurs moyennes et écart type des coordonnées ¢, 7, pyry,, €t

PYTcaqe Qui concerne le pont reliant les deux cycles aromatiques. .

Trajectoire moyenne, < ¢ > en noir, et trajectoire de I’écart type, o, en rouge,
de la valeur absolue de la torsion ¢ en fonction du temps sur les 1500 trajectoires

hors équilibre.

Distribution des temps de premier passage a la géométrie TW sur 'ensemble des

trajectoires. .

Courbes F;(¢) d’énergie libre partielle de la coordonnée ¢ obtenues pour chaque
simulation biaisée. Pour chaque simulation biaisée, seules les valeurs de ¢ pour
lesquelles I'histogramme des valeurs de ¢ est supérieur a 5% de son maximum ont

été reportées sur la figure.

Profil d’énergie libre partielle en fonction de la coordonnée ¢ en phase aqueuse.
La courbe noire en pointillé et obtenue par symétrie par rapport a ’axe passant

par p=-90°. .

Déplacement carré moyen en fonction du temps des C, des acides aminés qui
forment une structure secondaire de type hélice « ou feuillet 8 en noir, de I'en-
semble des C, en rouge et de 'ensemble des atomes de la protéine en orange.
120

Reéseau de liaisons hydrogéne dans ’environnement du chromophore obtenu & par-
tir de la simulation. Les fleches indiquent la présence d’une liaison hydrogéne et
sont orientées du donneur vers ’accepteur d’hydrogéne. Les nombres associés &
chaque liaison hydrogéne indiquent en pourcentage le temps pendant lequel la

liaison hydrogéne existe. .

103

108

109

110

114

115

116

117

118

121



LISTE DES FIGURES

I1.11

I11.12

I11.13

I11.14

I11.15

I11.16

II.17

IT1.18

I11.19

a) Histogrammes des valeurs de ¢ au cours de la simulation. b) Trajectoire de ¢
sur les 6 ns de la simulation de la GFP avec le chromophore dans son état excité

fluorescent.

Histogrammes des valeurs de ¢ obtenues au cours des 15 simulations biaisées et

de la simulation sans contraintes (en noir). .

Variation de la valeur moyenne des coordonnées ¢ (en noir), 7 (en rouge), pyre o
(en vert) et pyrog, (en bleu) en fonction de la valeur du paramétre ¢o du poten-
tiel de biais. Les points pour ¢g=0° correspondent aux valeurs obtenues pour la
simulation sans contraintes. Les barres d’erreur représente les écarts type. Le trait

pointillé représente la droite < ¢ >=y. .

Variation de la moyenne du RMSd et de son écart type (barre d’erreur) en fonction
de la moyenne de ¢ dans chaque simulation biaisée pour (i) les Ca des acides
aminés impliques dans les feuillets 3 et I’hélice o centrale (en noir), (ii) I’ensemble
des carbone « de la protéine (en rouge) et (ii) I'ensemble des atomes des acides
aminés de la cage dans laquelle se trouve le chromophore dans la protéine (en
bleu) (acides aminés 61, 62, 63, 68, 69, 94, 96, 145, 148, 150, 165, 167, 183, 203,
205, 222, 224). Les points pour ¢p=0° correspondent aux valeurs obtenues pour

la simulation sans contrainte. .

Apercu du chromophore et des acides aminés et des molécules d’eau qui exercent
un couple important sur le phénolate, & gauche dans le cas de p>0° et a droite

dans le cas de < 0°.

a) Courbes d’énergie libre partielle en fonction de ¢ obtenues pour chaque simu-
lation biaisée listée dans le tableau II1.2. b) Profil d’énergie libre complet obtenu
aprés a raccordeé les différents morceaux de la figure a). ¢) Comparaison du profil
d’énergie libre partielle obtenu par la méthode standard (en noir) et par la mé-
thode de McCammon (en rouge). Les courbes noires en pointillé correspondent a

la courbe rouge translatée de £180°.

a : Histogrammes biaisés des valeurs de ¢ obtenus pour quatre simulations biai-
sées (courbes en trait plein). Les courbes en pointillé représentent les potentiels de
biais utilisés. La couleur de I’histogramme et du potentiel de biais associé corres-
pondent. b : Courbes F;(¢) obtenues pour les quatre simulations biaisées dont les

histogrammes biaisés sont présentés sur la figure a.

Déplacement de la molécule d’eau wat374 di & la rotation du cycle phénol. Les
points rouge et vert correspondent respectivement aux positions de ’atome d’oxy-

gene de wat374 au cours des fenétres correspondant a ¢g=-20° et po=-80°. .

Corrélation entre ¢ et la distance entre ’atome de carbone CA2 et 'atome d’oxy-
géne de wat374 dans la simulation de la GFP sans contrainte (en noir) et dans

une simulation biaisée dans laquelle wat374 est éloignée du phénolate. .

122

124

125

127

128

129

130

132

133

203



LISTE DES FIGURES

204

I11.20

I11.21

I11.22

I11.23

I11.24

I11.25

I11.26

II1.27

I11.28

I11.29

I11.30

Représentation, de Vintervalle D dans lequel une désactivation non radiative de
létat électronique excité par conversion interne est possible (en bleu) et de la
position de la géométrie TWyp (en rouge) a partir de laquelle le systéme peut
atteindre une intersection conique et revenir & 1’état fondamental de maniére non

radiative. La courbe noire représente le profil d’énergie libre partielle F(¢p). .

Fonction d’auto-corrélation C(t) de la coordonnée ¢ sur une trajectoire dans ’en-
semble (N,V E) a I’équilibre (en noir). La courbe rouge est I'intégrale de la fonction
C(t) entre 0 et t. .

Valeur moyenne < ¢ >(t) sur une ensemble de trajectoires hors équilibre ayant

comme point de départ des configurations dans lesquelles ¢ ~40°..

Comparaison de la moyenne des trajectoires obtenues par dynamique molécu-
laire et par dynamique Brownienne avec un coefficient de diffusion de valeur
D =2.10"rad?s7! .

Distribution des temps de premier passage a la géométrie TWe

Déplacement de la coordonnée ¢ au cours d’une trajectoire Brownienne suivant

que 'on utilise un pas de temps dt de 100 fs ou de 500 fs. .

En noir, variation en fonction du pas de temps dt de la largeur de la distribution
& partir de laquelle sont calculés les déplacements aléatoires. En rouge, écart type
des valeurs de ¢ dans la simulation de dynamique moléculaire sans contraintes

présentées au paragraphe I11.3.2. .

Temps de résidence, T'(t), de la coordonnée ¢ dans lintervalle [60°; 120° | en
fonction du temps (courbe bleu). Le cadre en haut & gauche est un agrandissement
de la courbe T'(t) & temps court. La courbe noire représente la dérivee de T'(t) par

rapport au temps..

Distributions des temps de n®™¢ passage obtenues par simulation de dynamique
Brownienne. Le cadre en haut & droite est un agrandissement des distributions a
temps courts. La courbe en pointillé, représente le déclin de la fluorescence di a
une désactivation purement radiative. Les courbes noires en traits pleins sont des
ajustements par moindre carré a I’aide d’une fonction exponentielle multipliée par

un polynéme de degré inférieur ou égal a 2.

Convergence de la valeur du rendement quantique de fluorescence ¢, en fonction
du nombre de distribution de n°™¢ passage que ’on considére pour une valeur de

Ade 1/2. .

Valeurs du rendement quantique ¢ obtenues en fonction de la probabilité . La
courbe rouge représente la moyenne des valeurs de ¢ sur les valeurs de A. La
courbe verte représente la valeur de ¢y dans le mutant de la GFP que nous avons
étudié (code 1EMA [18] de la Protein Data Bank. La courbe bleu représente la
valeur de ¢ dans la GFP sauvage. .

134

140

141

143
143

144

145

147

148

151

152



LISTE DES FIGURES

IT1.31 a : Déclin de la population de l’état électronique excité obtenu & partir du loga-

Al

A2

A3

A4

B.1

B.2

B.3

B.4

rithme décimal de I’équation II1.19 pour plusieurs valeurs de A (A=0 et \ variant
de 0.25 & 0.5 par pas de 0.05). b : Rapport du déclin de la population de ’état ex-
cité obtenu & partir de ’équation I11.19 au déclin de la population de I’état excité
expérimental qui est monoexponentiel et dont le temps de vie est 7,=3 ns, pour
plusieurs valeurs de A. Sur les deux figures, les couleurs correspondent aux méme
valeurs de A, la courbe noire en pointillé est relative au déclin de fluorescence en
absence de processus de désactivation et la courbe noire en trait plein est relative

au déclin de fluorescence expérimental.

Représentation de Cramer d’un acide aminé. Le groupement R représente la chaine

latérale..
Formation de la liaison peptidique (en bleu) entre deux acides aminés. .

Géométrie d’'un brin peptidique. a) Définitions des angles diedres ¢, ¥ et w du
squelette protéique. b) Diagramme de Ramachandran présentant les couples (¢,1))
accessibles (en jaune). Les régions rouges correspondent aux conformations les plus
stables. .

Représentation des structures secondaires en hélice o (& gauche) et en feuillet 3
(a droite). Les deux brins supérieurs forment un feuillet paralléle, les deux brins
inférieurs forment un feuillet antiparallele. L’image de gauche est issue du site

www.chusa.jussieu.fr.

Schéma d’une surface d’énergie potentielle simple en deux dimensions. Sur la figure
sont indiqués les points spécifiques de la surface d’énergie potentielle. Ils corres-
pondent aux points pour lesquels les dérivées de la surface d’énergie potentielle en

fonction des deux coordonnées sont nulles. .

Définition des coordonnées internes d’une chaine d’atomes. L’élongation est décrite
par la distance r entre les atomes 1 et 2. Le pliage est décrit par I’angle de valence
0 entre les atomes 2, 3 et 4. La torsion est mesurée par un angle diédre ¢, défini
comme ’angle entre les plans passant par les atomes 1, 2 et 3 d’une part et 2, 3

et 4 d’autre part. .

Conditions périodiques appliquées & un systéme en deux dimensions. La cellule
correspondant & la boite de simulation est encadrée, les autres cellules sont des
images de la boite de simulation primitive obtenues par translation. La fléche

représente le déplacement d’une molécule qui sort de la boite de simulation..

Le critére utilisé pour savoir si une liaison hydrogéne existe comporte la distance
X=Y et 'angle HXY. Les valeurs les plus souvent utilisées sont telles que d soit

inférieur & 3.2 A et que a soit inférieur & 40°. .

153

157

158

160

161

164

165

169

173

205



LISTE DES FIGURES

206



Liste des tableaux

I.1

I.2

L3

14

L5

I1.1

Charges effectives, en unité atomique, obtenues pour le chromophore de la GFP
dans son état fondamental, Sg, et dans son premier état excité fluorescent, S;. La

numérotation des atomes est présentée sur la figure 1.6 page 20.

Charges effectives, en ua (fraction de la charge d’un électron), portées par les

atomes de la fonction amide d’un acide aminé neutre dans le champ de force ff99.

Charges effectives, en unité atomique, obtenues pour le chromophore de la Cerulean
en conformation trans et en conformation cis. La valeur du dipdle de la ligne
charges correspond au dipole créé par les charges effectives. La valeur de la ligne
RHF correspond au dipole calculé au niveau RHF /6-31G*. Colonnes ff99 : valeurs

des charges correspondantes dans le champ de force ff99.

Paramétres de I'énergie potentielle de torsion autour des liaisons C12-C11 (angle
diedre ¢) et C11-C7 (angle diedre 7) pour les conformations cis et trans du chromo-
phore. L’angle ¢ est défini comme I’angle diédre entre les atomes C12-C11-C7-C8
et 'angle 7 est défini comme ’angle diedre entre les atomes N13-C12-C11-C7. .

Valeurs de la constante de force k et de la position du minimum ¢q de la contrainte
harmonique utilisée, de la forme k(¢ — ¢o)?, pour les coordonnées T, PYTaay €b
PYT(qy- L'angle de torsion 7 est caractérisé par les angles diedres N2-CA2-CB2-CG2
et C2-CA2-CB2-CG2. Les pyramidalisations pyry,, et pyregs sont données par
les angles diédres impropres N2-C2-CA2-CB2 et CD1-CD2-CG2-CB2. .

Liste des 20 micro-états de protonation de plus basse énergie & pH 5. Chaque ligne
représente un micro-état dans lequel 0 signifie que 'acide aminé est dans sa forme
basique (non protoné) et 1 signifie qu’il est dans sa forme acide (protonée). Chaque
colonne correspond & un acide aminé. Ils sont donnés par numéro croissant :
Glu6, Glul7, Aspl9, Glu32, Glu3d4, His77, Glu90, Glu95, Aspl02, Glullb, Aspl17,
Glul24, Asp129, Glul32, Aspl133, His139, Glul42, Asp148, Glul72, Aspl173, Asp180,
Asp190, Aspl197, His217. La derniére colonne est I’énergie libre associée au micro-

état en keal -mol ~ 1. .

25

26

28

33

34

58

207



LISTE DES TABLEAUX

208

I1.2

I1.3

114

I1.5

I1.6

I1.7

Liste des 20 micro-états de protonation de plus basse énergie a pH 8. Chaque ligne
représente un micro-état dans lequel 0 signifie que I'acide aminé est non protoné
et 1 signifie qu’il est protoné. Chaque colonne correspond & un acide aminé. Ils
sont donnés par numéro croissant : Aspl9, His25, Tyr39, Lys101, Glul42, Aspl48,
Lys158, His199. La derniére colonne est ’énergie libre associée au micro-état en

kcal - mol ~ 1.

Valeur moyenne et déviation standard (entre parenthéses) des torsions (en degrés)
et des distances (en A) qui permettent de caractériser les conformations de la
chaine latérale de Asp148 obtenues le long des quatre simulations effectuées a pH
5. Les noms des atomes et les torsions sont définis sur la figure 11.6. Les données
de la ligne référence sont extraites de la structure RX de la Cerulean. Sur cette
ligne I’atome d’oxygéne ODH est défini comme étant celui qui est supposé porter

un proton dans la structure RX. .

Distances, en A, entre Patome d’oxygene du carbonyle du squelette protéique et
I'atome d’azote de la fonction amide des paires d’acides aminés constituants les
brins 6 et 7, (figure I1.10 b page 69). Chaque paire d’acides aminés peut former
deux liaisons hydrogeéne (figure A.4 page 161). La premiére valeur est la distance
entre I’atome d’azote du premier acide aminé et ’atome d’oxygéne du second acide
aminé, la seconde valeur est la distance entre 'atome d’oxygéne du premier acide
aminé et ’azote du second acide aminé. Les lignes 1 & 6 concernent les distances
mesurées dans la structure RX de la référence indiquée. Les valeurs de la ligne 7

sont les moyennes obtenues pour chaque distance dans la simulation 1..

Contacts entre protéines dans le cristal de la Cerulean (structure RX code 2Q57)
entre des atomes de la protéine centrale (colonne 1) et des atomes d’une protéine
voisine dans le cristal (colonne 2) obtenue par 1'opération de symétrie donnée en
colonne 4. La distance entre les atomes (colonne 3) est donnée en A. Les noms des

atomes sont ceux indiqués dans la structure RX.

Plus courtes distances dans le cristal de la GFP, en A, entre des atomes de la
protéine centrale (colonne 1) et des atomes d’une protéine voisine dans le cristal
(colonne 4) par I'intermédiaire de molécules d’eau cristallographiques (colonne 2).
La protéine voisine est obtenue par U'opération de symétrie (z, —y+0b, —z+¢).
Les noms des atomes sont ceux indiqués dans la structure RX de la GFP, entrée
1EMA de la Protein Data Bank. .

Valeur moyenne et déviation standard (entre parenthése) des torsions (en degrés)
qui permettent de caractériser les conformations de la chaine latérale de Aspl48
obtenues pour les simulation pH5-cis (simulation 1), pHS8-cis (sur les trois derniéres
nanosecondes) et pH8-trans. Les noms des atomes et les torsions sont définis sur la
figure 11.6 page 63. Les données de la ligne référence sont extraites de la structure
RX de la Cerulean. .

60

65

70

76

77

80



LISTE DES TABLEAUX

I1.8

I1.9

II.1

I11.2

I11.3

I11.4

Al

Valeur moyenne de A\,,q, et incertitude u(AMyq,) compte tenu de leffet de la

taille de ’échantillon utilisé et de la fonctionnelle de la densité utilisée..

Valeur moyenne et fluctuations (entre parenthéses) de la force d’oscillateur associée
au deux premiers états excités en fonction des différentes situations envisagées

concernant le pH et la conformation du chromophore.

Valeur moyenne et écart type des coordonnées ¢, T, pyr a9 €t DYT o qui concerne

le pont reliant les deux cycles aromatiques du chromophore. .

Constante de force, k en kcal-mol ~!-rad "2, et position du minimum, ¢g du
potentiel de biais employé dans les simulations biaisées utilisées pour construire le
profil d’énergie libre en fonction de ¢ dans la GFP. La durée correspond au temps

exploité dans chaque simulation. .

Valeurs moyennes des couples I' (kcal - mol ~! - degre 1) exercé sur le cycle phé-
nolate par les acides aminés proches du chromophore dans une sélection de simu-
lations biaisées caractérisées par la valeur ¢y du minimum du potentiel de biais.
< @ > représente la valeur moyenne de ¢ dans ces simulations. Les lignes intitulées
“total” correspondent au couple total exercé par 'ensemble des acides aminés de
la protéine et des molécules d’eau cristallographiques. La ligne “chromophore” cor-
respond & la contribution du potentiel intramoléculaire du chromophore au couple
total..

Expressions analytiques employées pour modéliser les distributions des temps de
n®"® passage et les valeurs des paramétres de ces expressions obtenues par une

méthode de moindres carrés.

Tableau regroupant les vingt acides aminés principaux ainsi que leur nom, les
codes & une lettre et a trois lettres utilisé pour simplifier I’écriture et, s’il y a lieu,

le pKa de la chaine latérale..

95

96

120

123

126

150

159

209



LISTE DES TABLEAUX

210



Résumé :

Ce manuscrit présente une étude théorique de protéines de la famille de la Green Fluorescent Pro-
tein, GFP. Ces protéines permettent grace & leur propriétés de fluorescence d’explorer un nombre
croissant de processus biologiques in vivo. Les approches numériques, complémentaires aux études

expérimentales, peuvent apporter une compréhension microscopique des processus mis en jeu et

contribuer & l'interprétation des propriétés photophysiques de ces protéines.

La premiére partie de ce manuscrit présente I’étude par simulation moléculaire de ’effet du chan-
gement de pH sur la structure de la Cerulean et sur son spectre d’absorption. Ces calculs nous ont
permis d’établir que le décalage du spectre d’absorption, observé expérimentalement en fonction du
pH, est di & une isomérisation du chromophore liée au changement de 'orientation de la chaine

latérale d’'un acide aminé proche.

La deuxiéme partie de ce manuscrit aborde I’étude d’un mécanisme de désactivation de la fluores-
cence dans la GFP. Nous avons proposé une approche, combinant des simulations de dynamique
moléculaire biaisée et de dynamique brownienne, afin de déterminer la cinétique d’'un mécanisme
de désactivation de la fluorescence lié a une torsion du chromophore. Nous avons pu obtenir des
distributions de temps de n®™® passage aux géomeétries critiques et en déduire des informations

quantitatives sur le déclin de fluorescence.

Les outils développés et leurs futurs développements permettront de progresser dans la compréhen-
sion de la relation entre l'isomérisation du chromophore, le pH et le déclin de la fluorescence qui

sont étroitement liés dans les protéines fluorescentes.

Abstract :

This Phd presents a theoretical study of proteins of the Green Fluorescent Protein family. These
proteins allow to obtain new insight into a lot of in vivo biological processes. However, their pho-
tophysical properties are not always well controlled. Theoretical studies are complementary to ex-
perimental studies. It allows us to obtain a better understanding of microscopic processes and to

contribute to the interpretation of photophysical properties of these proteins.

The first part of this Phd deals with a molecular dynamics study of the effect of the pH on the
structure and the absorption spectra of the Cerulean. This study demonstrates that the shift of
the absorption spectra experimentally observed is due to a chromophore isomerisation linked to a

motion of the side chain of an amino acid close to the chromophore.

The second part of this Phd focuses on the study of the fluorescent decay of the Green Fluores-
cent Protein. We have developed an approach involving biased molecular dynamics simulation and
Brownian dynamics simulations in order to determine the kinetics of a quenching mechanism. This
approach allowed us to get the nth passage time distributions at critical geometries and to compute

quantitative data of the fluorescent decay.

The tools we have developed in this Phd and their future improvements will allow to go on in the
understanding of the relation between chromophore isomerisation, pH and fluorescent decay, which

are strongly related in fluorescent proteins.
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