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Chapitre I
Introdution
Cette thèse porte sur l'étude théorique de protéines �uoresentes. Ces protéines sont très large-ment étudiées du fait de leur intéret en biologie. Bien que les protéines �uoresentes soient trèsutilisées, les méanismes moléulaires sont enore largement méonnus. Mieux omprendre esméanismes peut permettre de les améliorer, notamment en orientant des hoix de mutations quipermettront de modi�er leurs propriétés photophysiques. Dans ette thèse, nous herherons àéluider deux as partiuliers.
I.1 La famille des protéines �uoresentesLes protéines �uoresentes sont une vaste famille de protéines. La première à avoir été déouverteest la GFP (Green Fluoresent Protein) en 1962 dans la méduse Aequorea vitoria[1℄. Depuis,de nombreuses autres l'ont été dans di�érents organismes tel que des oraux[2, 3, 4℄ ou desanémones[5℄. L'isolement du gène odant pour la protéine de la GFP en 1992 par Prasher[6℄ainsi que la répliation de la protéine dans d'autres organismes vivants[7℄, ont montré que lamaturation de la protéine se fait sans ofateur, que e soit son repliement, ou la formation deson hromophore. Cet élément en fait un outil de hoix pour les études in-vivo.La première ristallisation de la GFP en 1974 par Morise et al [8℄ puis la résolution simultanéede sa struture en 1996 par les équipes de Yang[9℄ et Ormö[10℄ ont permis de mettre en évidenel'existene d'un tonneau omposé de 11 brins β et une hélie α au entre de e tonneau. C'estsur ette hélie que le hromophore est arohé. Dans la GFP, il est formé après le repliementen présene d'oxygène à partir des résidus Ser, Tyr, Gly.La �gure I.1.1 représente la struture de la GFP .
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Fig. I.1.1 � Shéma de la struture ristalline de la GFP. En violet : hromophore. En rouge :hélie entrale qui porte le hromophore. En doré : revasse entre deux brins qui expose lehromophore au solvant.D'apres Cubitt et al [11℄ la formation du hromophore de la GFP se fait selon le méanisme déritsur la �gure I.1.2.
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Fig. I.1.2 � Cylisation du hromophore de la GFP, d'après le méanisme proposé par Cubit etal [11℄.Le hromophore est omposé de deux yles aromatiques, l'imidazolinone et le phénol, reliés entreeux par un groupement CH. La partie onjugué du hromophore est présentée sur la �gure I.1.3.
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Fig. I.1.3 � Partie onjuguée du hromophore responsable de la �uoreseneLes torsions autour des deux liaisons qui relient les yles (le �pont� entre les deux yles) serontnommées torsion τ s'il s'agit de l'angle de torsion entre les atomes CA2 et CB2 (nomenlaturesur la �gure I.1.3) et ϕ s'il s'agit de l'angle de torsion entre les atomes CB2 et CG2. Les torsionsle long de e pont jouent un r�le lé dans les propriétés photophysiques du hromophore.Dans les di�érentes protéines de la famille, on trouve le hromophore dans deux états de pro-tonation : une forme neutre, ave un proton sur l'oxygène du phénol et une forme déprotonéeanionique. Ces deux états de protonation ont des propriétés d'absorption di�érentes. Sous saforme neutre, la longueur d'onde d'absorption du hromophore est autour de 400 nm alors que5



sous la forme anionique, la longueur d'onde d'absorption est autour de 500 nm.Le hromophore étant enfoui dans le tonneau β, il n'est pas en ontat diret ave le solvant.On peut néanmoins remarquer que fae au hromophore, il y a une ouverture du tonneau β(représentée en doré sur la �gure I.1.1). Cette ouverture que l'on retrouve dans toutes les protéines�uoresentes est importante ar des moléules d'eau du solvant peuvent s'introduire dans letonneau β à travers elle.La mutagénèse dirigée appliquée à la GFP ou à d'autres protéines �uoresentes naturelles apermis d'agrandir la famille des protéines �uoresentes, et d'étendre la gamme des longueursd'onde d'émission sur tout le spetre visible de l'infrarouge à l'ultraviolet. Ces mutations touhentà la fois le hromophore et les résidus prohes.Parmi ette famille, il existe des protéines dans lesquelles on peut faire passer le hromophored'une forme ative (�uoresente) à une forme inative (non-�uoresente) ou l'inverse, à l'aided'une exitation à une longueur d'onde donnée. Ces protéines sont dites photo-ativables. Dansette thèse, nous étudierons l'une de es protéines : Padron.Une autre variété de protéine �uoresente est elle des protéines photoonvertibles. Dans es der-nières, il est possible de hanger la ouleur d'émission du hromophore à l'aide d'une exitationde longueur d'onde di�érente de elle de l'absorption induisant l'émission de �uoresene. Dansle as de EosFP, le hromophore est omposé des résidus His62, Tyr63 et Gly64. Il absorbe etémet initialement dans le vert[4℄. Une irradiation dans le prohe ultraviolet entraine une rupturede liaison peptidique entre le hromophore et le résidu Phe61 qui le préède. Les réarrangementsinduits par ette rupture de liaison onduisent à une extension de la partie aromatique du hro-mophore au yle imidazole de l'histidine 62 (premier résidu qui ompose le hromophore), e quientraine un déalage des longueurs d'onde d'absorption et d'émission dans le rouge de manièreirréversible. Dans ette thèse, nous étudierons la forme verte de EosFP.Les strutures du hromophore dans ses formes verte et rouge sont représentées sur la �gureI.1.4.
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la protetion ontre le stress oxydant[12, 13℄, une photoprotetion ontre les photons de faiblelongueur d'onde[14, 15, 16℄, la photoréeption[17℄ ou enore le amou�age[18℄.Les protéines développées par mutagénèse dirigée sont optimisées pour des appliations en ima-gerie ellulaire. Les protéines photoativables sont partiulièrement intéressantes pour le déve-loppement de méthodes d'imagerie superrésolues.I.2 Généralités sur la �uoreseneUne moléule peut absorber un photon pour passer de son état fondamental (S0) à un étatexité (S1). Cette transition est vertiale si elle se fait sans réarrangement de géométrie. Lagéométrie d'arrivée à l'état S1 est appelée géométrie Frank-Condon (FC). Une fois dans l'étatexité, la moléule va e�etuer une relaxation vibrationnelle. C'est dans ette géométrie qu'elleva pouvoir subir une désexitation radiative, et don retourner à l'état fondamental en émettantun photon. Un autre méanisme possible est elui de la onversion interne (CI), si la moléuleexitée est dans une géométrie qui présente un fort ouplage vibronique ave l'état életroniquede l'état fondamental, e ouplage permet à la moléule de retourner à l'état fondamental par unetransition non radiative. Ces deux phénomènes sont en onurrene. La �gure I.2.1 représente lesméanismes qui permettent la désexitation du hromophore une fois qu'il a absorbé un photon.La �uoresene peut-être aratérisée par di�érents paramètres : la longueur d'onde d'émissionde �uoresene, le rendement quantique de �uoresene φfluo et la durée de vie de �uoresene
τfluo.Les longueurs d'ondes d'absorption et d'émission sont inversement proportionnelles à la di�érened'énergie entre les états S0 et S1. De plus, du fait de la relaxation vibrationnelle qui abaissel'énergie de l'état S1, nous avons :

λabsorption < λémissionLe rendement quantique de �uoresene φfluo est égal au rapport du nombre de photons émiset du nombre de photons absorbés. Le temps de vie de �uoresene, τfluo, est la durée moyenned'émission de �uoresene. Les deux grandeurs dépendent de l'e�aité des proessus radiatifset non radiatifs. Dans le as simple, où à tout instant le hromophore peut se désexiter par l'unedes deux voies, ave des onstantes de vitesse de désexitation radiative (kr) et non radiative(knr), on trouve dans la littérature[19℄ que :
dS1

dt
= −(kr + knr)S1En intégrant ette équation sur le temps, on obtient :

S1(t) = S1(0)e
−(kr+knr)t7



L'expression du rendement quantique (φfluo) est alors :
φfluo =

kr

(kr + knr)et elle du temps de vie de �uoresene (τfluo), qui se onfond alors ave le temps de vie moyende l'état exité est :
τfluo=

1

kr + knrDans le as des protéines �uoresentes, le hromophore qu'il soit neutre ou anionique adopte unegéométrie d'équilibre plane, dans laquelle les deux angles du pont (ϕ et τ) sont prohes de 0et les géométries présentant des valeurs importantes de es angles sont défavorables[20, 21, 22℄.Mais dans le as du hromophore anionique dans son état exité, e n'est plus vrai. La géométrieplane du hromophore est un état métastable et on trouve 4 minimas d'énergies, loalisés en τ =0°, ϕ= ± 90° et τ = ± 90°, ϕ= 0°(strutures "twistées"). Dans es géométries, la désexitationradiative est impossible et, au ontraire, la onversion interne vers l'état fondamental est possibledu fait d'une faible di�érene d'énergie entre les états S0 et S1 des strutures twistées.Don, suivant sa géométrie, le hromophore pourra soit subir une onversion radiative, soit uneonversion non radiative. On peut noter dès à présent que l'on s'éarte alors du modèle simpleprésenté i-dessus, où les deux proessus sont supposés avoir lieu ave la même vitesse, quelquesoit le temps, don quelque soit la géométrie.Les barrières entre la géométrie plane et les géométries twistées sont très faibles dans le hromo-phore anionique isolé, soumis à ses seules fores internes, il va subir très vite une torsion qui val'amener aux géométries non �uoresentes et il n'est don pratiquement pas �uoresent[23℄. Lesprotéines sont �uoresentes ar elles fournissent au hromophore un environnement su�sammentrigide pour bloquer ou ralentir ses mouvements de torsion et le maintenir dans une géométrieprohe de la géométrie plane où il peut �uoreser.Ainsi, la GFP sauvage possède un rendement quantique de �uoresene expérimental, φfluo, de0.79[24℄, et une durée de vie de �uoresene, τfluo, de 3.2ns[25℄. Si on dénature la protéine, lerendement quantique de �uoresene devient quasiment nul [26℄, et sa durée de vie est alors del'ordre de la pioseonde[27℄.
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Fig. I.2.1 � Shéma des proessus photophysiques.
S0 : état fondamental
S1 : premier état exitéFC : géométrie Frank-Condon

I.3 Utilisation des protéines �uoresentesLa prinipale utilisation des protéines �uoresentes est le marquage ellulaire. En introduisantle gène odant pour la protéine �uoresente à la suite d'une protéine que l'on souhaite étudier, ilest possible de faire exprimer à un organisme une protéine himère, qui sera �uoresente. Dansle meilleur des as, ette protéine himère ne perdra pas son r�le premier dans la ellule et laprotéine �uoresente rajoutée à sa suite permettra de la loaliser dans la ellule au ours dutemps.Une autre utilisation possible des protéines �uoresentes est le Transfert d'Energie par Réson-nane de type Förster (Förster Resonnane Energy Transfer)[28℄, qui a été rendu possible par lamultipliation des protéines �uoresentes es dernières années. Pour l'utiliser, il faut avoir deuxprotéines �uoresentes que nous nommerons A et B. Le spetre d'absorption de la protéine Bdoit reouvrir au moins partiellement le spetre d'émission de la protéine A, e qui limite lehoix des deux protéines. Dans e as, si les protéines A et B sont prohes dans l'environnementellulaire, 'est-à-dire à une distane inférieure à 10 nm et orretement orientées([28℄, hapitre9), une exitation de la protéine A onduit à un transfert d'énergie non radiatif vers la protéineB. La �uoresene observée est alors elle de la protéine B. En marquant deux protéines, une9



ave la protéine �uoresente A et l'autre ave la protéine �uoresente B, on peut don déterminersi elles sont en interation dans le milieu ellulaire et également avoir un suivi temporel de etteinteration[29℄.Les protéines photoativables sont des outils partiulièrement adaptés aux tehniques d'imageriede très haute résolution, notamment à l'aide de la méthode RESOLFT[30℄ (REversible Satu-rable Optial Linear Fluoresene Transitions). Cette tehnique onsiste à marquer une protéined'intérêt à l'aide d'une protéine photoativable. Dans un seond temps, on sanne l'éhantillon,de manière à éteindre la �uoresene de toutes les protéines �uoresentes sauf en un point et onfait une aquisition d'images. On proède ainsi sur l'ensemble de l'éhantillon et on peut ainsiobtenir une image dite super résolue.Les protéines photoonvertibles sont surtout utilisées pour analyser les di�érents milieux ellu-laires, notamment à travers les tehniques de FLIM[31℄ (Fluoresene-Lifetime Imaging Miro-sopy) et de FRAP (Fluoresene Reovery After Photobleahing). Dans es études, on irradieles protéines pour les faire hanger de ouleur, et on étudie dans le as du FLIM l'extintionde �uoresene après exitation, et dans le as du FRAP[32℄ la façon dont évolue la fration deprotéine dont on a induit la photoonversion.I.4 Les protéines étudiéesDans ette étude, nous étudierons 2 protéines �uoresentes qui appartiennent à deux famillesdi�érentes : Padron, qui est une protéine photoativable, puis EosFP qui est une protéine pho-toonvertible.Padron :La protéine Padron[33℄ a été obtenue par mutagénèse à partir de la protéine Dronpa[34℄, une pro-téine �uoresente issue d'une variété de orail Petiniidae. Il y a en tout 10 aides aminés qui ontété remplaés : Thr59Met, Val60Ala, Asn94His, Ile100Ser, Pro141Arg, Gly155Ser, Val157Gly,Met159Tyr, Phe190Ser, Lys222Asn. Seules les mutations Met159Tyr et Val157Gly sont indis-pensables pour hanger les propriétés de �uoresene de Padron, les autres ont été e�etuéespour améliorer les propriétés de repliement et de stabilité de Padron. Le hromophore des deuxprotéines est le même. Il est formé à partir des résidus Cys62-Tyr63-Gly64.Dans son état natif, Dronpa est �uoresente (forme on), et une irradiation intense dans sa banded'absorption majoritaire la fait passer à un état non �uoresent (forme o� ). L'irradiation lafaisant passer de sa forme on à sa forme o�, on parle de protéine photoativable négative. Al'inverse, Padron est non �uoresente (état o� ) dans son état natif et quand on l'irradie ellepasse dans un état �uoresent (état on)[33℄. On parle don de protéine photoativable positive.Les strutures ristallographiques de Padron[3, 35℄ montrent que dans l'état on le hromophoreest en onformation is et que dans l'état o� il est en onformation trans. Les formes is et transdu hromophore sont représentées sur la �gure I.4.1 .10
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Le hromophore de EosFP est rappelé sous ses deux formes sur la �gure I.4.2.
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Cependant, du fait de l'utilisation de hamps de fore lassiques, nous n'inluons pas les proessusimpliquant des hangements d'états életroniques omme la �uoresene et la onversion interneni des ruptures ou formations de liaison omme les transferts de proton.Ainsi, à l'aide de dynamiques moléulaires et de aluls quantiques, nous herherons à prédire siertaines géométries adoptées par le hromophore de la protéine Padron, lié par liaison hydrogèneau résidu Tyr159 sont favorables à un transfert de proton.Dans le as de EosFP, nous analyserons la dynamique du hromophore dans deux états életro-niques. A l'état fondamental, nous étudierons le réseau de liaison hydrogène, ainsi que le r�led'une moléule d'eau prohe du hromophore sur les spetres d'absorption. Dans l'état S1, nousétudierons les torsions du hromophore et mettrons en plae des modèles de prédition du tempsde vie de �uoresene et du rendement quantique de �uoresene.
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Chapitre II
Transfert de proton dans Padron
II.1 IntrodutionDans la protéine Padron, le hromophore est présent dans deux états de protonation : neutre ouanionique et dans deux onformations : is ou trans. Ces deux onformations sont rappelées surla �gure II.1.1.
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Fig. II.1.1 � onformation is (à gauhe) et trans (à droite) de la partie onjuguée du hromo-phore de la protéine Padron.Selon la onformation du hromophore, l'état de protonation di�ère. En onformation trans, lespetre d'absorption de la protéine montre que le hromophore est presque uniquement soussa forme anionique, alors que dans sa onformation is, il est retrouvé dans les deux états deprotonation de manière égale[3, 35, 37, 38, 39℄. Cette étude nous permettra d'avoir des éléments deréponse sur le aratère simultané ou suessif de l'isomérisation trans vers is et du hangementd'état de protonation.Cette question a déjà reçu des réponses dans le as des protéines �uoresentes Dronpa[40, 41, 42℄et IrisFP[43℄. Il a été montré que dans un premier temps, il y a une isomérisation photoinduite puisun retour à l'état fondamental dans une éhelle de temps de l'ordre de la entaine de pioseondes.Puis dans un seond temps, il y a un hangement d'état de protonation du hromophore, dans14



une éhelle de temps pouvant atteindre la milliseonde ou plus. Dans le as de Padron, la thèsede Aline Faro[37℄, propose un modèle où l'isomérisation survient, puis dans un seond temps lehromophore arrahe un proton à un résidu non déterminé.Les strutures ristallographiques de la protéine Padron[3, 44℄ montrent que le hromophore enonformation trans est en liaison hydrogène ave une tyrosine (Tyr159), alors que le hromophoreen onformation is est en liaison ave une sérine (Ser142). Des dynamiques moléulaires réaliséespréédemment dans le groupe ont montrées que durant le proessus d'isomérisation trans vers is,la liaison entre le hromophore et Tyr159 est onservée. Tyr159 n'est remplaée par Ser142 qu'unefois en onformation is, au bout d'un temps de l'ordre de la nanoseonde. De es observations,nous avons déduit que Tyr159 était un donneur potentiel de proton tout au long du proessusd'isomérisation et nous avons étudié la possibilité d'avoir un transfert de proton depuis Tyr159vers le hromophore au ours des di�érentes étapes de l'isomérisation. En partiulier, lors de latorsion du hromophore autour des liaisons du pont du hromophore, la partie phénolate peut-être déonjuguée du reste du hromophore. La apaité à gagner ou perdre un proton devientalors à priori similaire à elle du groupe phénol d'une tyrosine. La possibilité d'un transfert deproton de la tyrosine vers le hromophore doit don être onsidérée dans les géométries planesainsi que dans les géométries twistées.
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Fig. II.1.3 � Méanisme d'isomérisation du hromophore.1. Dans sa géométrie trans, le hromophore absorbe un photon et passe à l'état exité.2. Dans l'état exité, le hromophore se déforme et atteint une géométrie twistée dans laquelle
τ vaut 90°.3. Dans ette géométrie twistée, le hromophore se désexite par onversion interne et retournedans l'état fondamental.4. A l'état fondamental, le hromophore passe de la géométrie twistée (τ = 90°) à la géométrieis (τ = 180°).Durant la deuxième étape, le hromophore est à l'état exité. Or il a été montré que dans lesdérivés de phénols, le aratère aide d'une espèe est renforé dans les états exités[45℄. Nousavons don éarté un transfert de proton vers le hromophore dans ette étape. Et nous avonsherhé à déterminer si le hromophore dans son état fondamental peut arraher le proton durésidu Tyr159 avant qu'il ne soit remplaée par le résidu Ser142, au début, au ours ou aprèsl'étape 4.Nous avons dans un premier temps e�etué des aluls dans le vide. A l'aide d'un système modèle,nous avons également évalué l'in�uene d'une moléule d'eau spetatrie sur un transfert deproton entre un donneur et un aepteur. En�n, à l'aide de simulations de dynamique moléulaire,nous avons évalué la probabilité d'avoir un transfert de proton depuis Tyr159 vers le hromophore16



déprotoné au sein de la protéine pour les hromophores en géométrie twistée en τ ou en géométrieplane is ou trans. Les résultats sont dérits dans la suite de e hapitre.
II.2 Energie du hromophore neutre ou anionique dans di�érentesgéométries dans le videII.2.1 Dé�nition de l'a�nité protoniquePour déterminer si la tyrosine est un donneur potentiel de proton pour le hromophore, nousavons omparé l'a�nité protonique du hromophore et de la tyrosine. L'a�nité protonique, EAPest dé�nie omme l'énergie produite par la réation suivante :

A− + H+ → AHDon EAP est dé�nie omme :
EAP = EA− − EAHUne a�nité protonique positive signi�e que l'espèe protonée est plus stable que l'espèe anio-nique. Contrairement au pKa, l'a�nité protonique est une propriété intrinsèque de la moléule.Le signe de la di�érene d'a�nité protonique entre deux moléules permet de déterminer le sensdu possible transfert de proton. En omparant l'a�nité protonique du hromophore EAPcro àelle de la tyrosine EAPtyr , nous pourrons don déterminer si un transfert de proton est possible.Nous pourons également obtenir la variation de l'a�nité protonique du hromophore en fontionde sa géométrie.Expérimentalement on ne onnait pas la valeur de l'a�nité protonique du hromophore. Pourla déterminer, nous avons eu reours à des aluls quantiques. Nous avons également alibrél'inertitude due à l'utilisation de aluls quantiques pour déterminer des a�nités protoniquesomparables aux données expérimentales.Pour la tyrosine, nous avons estimé que l'a�nité protonique était identique à elle du phénol.Expérimentalement, ette a�nité protonique est déterminée à 347.5 kal.mol−1[46℄.II.2.2 A�nité protonique du hromophore dans di�érentes géométries. Choixde la méthode de alul.Les aluls quantiques ont été réalisés à l'aide du logiiel Gaussian09[47℄ en utilisant la méthodede la DFT (Density Funtional Theory), ave la fontionnelle B3LYP (Beke, three-parameter,17



Lee-Yang-Parr)[48, 49℄, ave la base 6-31G(d) et la base 6-31+G(d) qui inlut des orbitales dif-fuses. Les aluls que nous avons réalisés impliquent des torsions du hromophore. Or dans unegéométrie perpendiulaire, la onjugaison entre les deux yles disparaît. Pour dérire orre-tement la struture életronique, il faut normalement reourir à un alul de type CAS-SCF(Complet Ative State, Self Consistent Field)[50℄ omplété par un alul de perturbation de typeMP2. Ces aluls sont longs et oûteux. Nous avons réalisé des aluls R(Restrited)B3LYP etU(Unrestrited)B3LYP et nous avons omparé les résultats de es deux modes de alul, a�nd'évaluer le problème de desription de géométries autour d'une liaison π partielle. Dans le asdu hromophore, les torsions le long du pont entre les deux yles aromatiques sont des liaisons
π partielles, et le aratère multi-déterminant n'est pas néessairement présent tout le long destorsions.La di�érene entre les méthodes RB3LYP et UB3LYP vient de la manière dont est alulée lasomme des densités. Dans la méthode RB3LYP, la somme des densités de probabilité de présenedes életrons α et β est représentée par un seul terme, alors que dans la méthode UB3LYP, leséletrons de spin α et β possèdent haun leur terme de densité propre.Au voisinage de 90°, la fontion d'onde n'est pas orretement dérite par un déterminant deSlater ouhe fermée. Il faut en prinipe utiliser une méthode multion�gurationnelle pour dérireorretement la struture életronique twistée. La méthode UB3LYP dérit une on�gurationsingulet ouhe ouverte qui permet de s'approher de la bonne desription énergétique.Nous avons optimisé les géométries de la forme neutre et de la forme anionique pour haqueangle. Lors des torsions ϕ, l'angle τ a été ontraint à 0° et lors des torsions τ , l'angle ϕ aété ontraint à 0°. Nous avons également gelé la pyramidalisation du arbone entral du pont(HB2-CB2-CG2-CA2), à 180°.Les résultats des aluls le long des torsions sont présentés dans le tableau II.1.
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torsion τ anion neutreméthode RB3LYP UB3LYP RB3LYP UB3LYP
τ =0° -645.324 -645.324 -645.850 -645.850
τ =30° -645.316 -645.316 -645.838 -645.838
τ =60° -645.295 -645.295 -645.806 -645.806
τ =80° -645.282 -645.282 -645.779 -645.789
τ =85° -645.279 -645.279 -645.773 -645.786
τ =90° -645.278 -645.278 -645.767 -645.785torsion ϕ : anion neutreméthode RB3LYP UB3LYP RB3LYP UB3LYP
ϕ =0° -645.324 -645.324 -645.850 -645.850
ϕ =30° -645.316 -645.316 -645.846 -645.846
ϕ =60° -645.297 -645.297 -645.837 -645.837
ϕ =80° -645.285 -645.285 -645.837 -645.837
ϕ =85° -645.283 -645.283 -645.837 -645.837
ϕ =90° -645.282 -645.282 -645.837 -645.837Tab. II.1 � Comparaison des énergies (en hartree) du hromophore le long des torsions τ (enhaut) et ϕ (en bas) sous ses formes anionique et neutre, à l'aide des fontionnelles RB3LYP etUB3LYP et de la base 6-31+G(d).On voit que dans le as du hromophore anionique, les méthodes UB3LYP et RB3LYP donnentles mêmes résultats. Il en est de même pour le hromophore neutre dans le as des torsions ϕ.Par ontre, les énergies du hromophore neutre alulées le long de la torsion τ di�èrent à partirde τ = 45°. Nous avons représenté les énergies du hromophore neutre et anionique le long de latorsion τ sur la �gure II.2.1.
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rable de 52 kal.mol−1 En utilisant la méthode UB3LYP, l'augmentation de l'énergie est de41 kal.mol−1. En utilisant la méthode UB3LYP, on trouve don une struture twistée à τ=90°plus stable de 11 kal.mol−1. De plus, la méthode RB3LYP montre une progression linéaire del'énergie potentielle entre 60° et 90°. Cei traduit une mauvaise représentation de l'énergie parle alul RB3LYP, ar un alul ave un angle plus important que 90° ferait apparaitre un pointanguleux sur la variation de l'énergie. Ce point anguleux à 90° mettrait en évidene l'existened'un roisement entre états dégénérés, e qui n'est pas le as ar le roisement est évité.L'éart entre les méthodes RB3LYP et UB3LYP est une manifestation de l'impossibilité dereprésenter la struture életronique par un seul déterminant.Dans le as du neutre la barrière τ est beauoup plus grande que la barrière ϕ. Dans le as del'anion, la barrière τ est également plus grande, mais de façon moins prononée. Par ailleurs labarrière τ pour le neutre est signi�ativement plus grande que elle de l'anion.Ces barrières ont été alulé par di�érents auteurs ave des méthodes inluant la orrélationéletronique. A la �n des années 1990, Voityuk et al [51℄ ainsi que Weber et al [52℄ ont utilisé desméthodes semi-empiriques. Plus réemment Toniolo et al [22℄, Olsen et al [53℄ ainsi que Polyakovet al [21℄ ont utilisé des méthodes ab-initio.Ces résultats sont présentés dans les tableaux II.2.Nos résultats anion neutreBarrière τ 30 41Barrière ϕ 26 8Voityuk et al [51℄ anion neutrebarrière τ 26 37barrière ϕ 22 2Weber et al [52℄ anion neutrebarrière τ 27 55barrière ϕ 21 4Polyakov et al [21℄ anion neutrebarrière τ 32 58barrière ϕ 32 absOlsen et al [53℄ anion neutrebarrière τ 50 62barrière ϕ 41 30Toniolo et al [22℄ anion neutrebarrière τ 33 35barrière ϕ 26 absTab. II.2 � Comparaison des barrières (en kal.mol−1) des torsions τ et ϕ du hromophore neutreet anionique entre la littérature et nos aluls en UB3LYP/6-31+G(d)
20



Dans notre étude, ainsi que dans elles de Voityuk et al [51℄ et de Weber et al [52℄ les aluls duhromophore ont été e�etués sur des géométries twistées optimisées pour l'état S0. Dans le asdes études de Polyakov et al [21℄ et de Olsen et al [53℄, les géométries twistées ont été aluléessur des géométries optimisées pour l'état S1. En�n dans elle de Toniolo et al [22℄, tous les alulsdu hromophore ont été e�etués sur des géométries optimisées pour l'état S1.La omparaison quantitative entre nos résultats et eux de la littérature est don di�ile. Parontre, on véri�e que dans toutes les études itées, on retrouve les tendanes trouvées danse travail : les barrières τ sont plus grandes que les barrières ϕ. De plus, la barrière en τ duhromophore neutre est plus grande que elle du hromophore anionique.Au vue de es résultats, nous avons déidé de retenir la méthode UB3LYP pour aluler lesa�nités protoniques. A�n de orriger le manque de orrélation életronique, nous avons alibréles erreurs en utilisant un jeu de données pour lequel les valeurs expérimentales de l'a�nitéprotonique sont onnues.II.2.3 Corretion des a�nités protoniques aluléesPour alibrer les erreurs induites par l'utilisation de aluls quantiques ave la méthode de laDFT, nous avons utilisé un jeu de données de omposés pour lesquels les a�nités protoniquesexpérimentales, EAPexp sont onnues. Ce jeu est omposé de deux types de moléules : d'unepart des phénols substitués et d'autre part des aides benzoïques substitués. Ces deux types deomposés sont représentés dans le tableau II.3. La liste des omposés et les valeurs expérimentaleset alulées d'a�nité protonique sont données dans les tableaux II.4 (pour les dérivés du phénol)et II.5 (pour les dérivés de l'aide benzoïque).omposé de type phénol omposé de type aidebenzoïque
Tab. II.3 � Struture des deux types de omposés utilisés pour estimer l'erreur sur les valeursEAP alulées. les sites substitués sont eux nommés sur les �gures.Les aluls d'a�nité protonique du jeu de omposés ont été e�etués en RB3LYP. De plus, dansette étude, nous avons hoisi de omparer deux bases : la base 6-31G+(d), qui ontient desorbitales di�uses, et la base 6-31G(d), qui n'en ontient pas, de manière à déterminer l'e�etdes bases di�uses sur le alul de l'EAP . Les énergies déterminées ave les deux bases pour les21



phénols substitués sont présentées dans le tableau II.4 et elles des aides benzoïques substituéssont reportées dans le tableau II.5.
Composé Substituant EAP calcBase 6-31G(d) EAP calcBase 6-31+G(d) EAP exp1 H 364.6 351.0 347.5[54℄2 CH3 364.9 352.3 350.3[46℄3 OCH3 365.2 352.3 350.4[46℄4 OH 367.1 353.0 350.4[46℄5 CHO 344.6 332.6 333.0[46℄6 COOH 347.7 335.3 335.9[46℄7 C(CH3)3 363.1 351.0 348.5[46℄8 N(CH3)2 364.0 351.6 351.3[46℄Tab. II.4 � Comparaison des a�nités protoniques (kal.mol−1) alulées et les valeurs expéri-mentales pour les omposés dérivés du phénol.

Composé Substituant EAP calcBase 6-31G(d) EAP calcBase 6-31+G(d) EAP exp1 H 356.5 342.9 340.4[55℄2 OrthoCH3 356.7 343.9 339.7[55℄3 méta CH3 357.1 343.6 340.9[55℄4 para CH3 357.5 344.2 341.1[55℄5 ortho OCH3 360.9 346.0 339.7[55℄6 méta OCH3 357.0 343.55 339.7[55℄7 para OCH3 359.9 346.4 341.4[55℄8 3-5diCH3 357.4 344.3 341.1[55℄9 méta OH 356.6 342.8 339.0[55℄10 para OH 357.9 344.0 336.1[55℄11 aide niotinique 351.5 337.9 333.7[55℄12 para niotinique 349.1 335.5 333.0[55℄13 ortho OCOCH3 349.3 332.9 336.1[55℄14 méta OCOCH3 353.8 338.3 334.7[55℄15 para OCOCH3 350.4 337.4 335.2[55℄16 aide 1-naphtoïque 347.0 341.2 337.1[55℄17 aide 2-naphtoïque 354.1 341.0 338.0[55℄Tab. II.5 � Comparaison des a�nités protoniques (kal.mol−1) alulées et les valeurs expéri-mentales pour les omposés dérivés de l'aide benzoïque.On voit d'abord que les aluls ave la base ne ontenant pas d'orbitales di�uses donnent des22



valeurs systématiquement plus hautes que elle ave la base ontenant des orbitales di�uses. Ladi�érene est de l'ordre de 15 kal.mol−1 . Cei se véri�e aussi pour le hromophore. On trouvepour le hromophore trans une a�nité protonique sans orbitale di�use de 341.0 kal.mol−1 ontre329.9 kal.mol−1 ave la base ontenant des orbitales di�uses.Cei s'explique par le fait que le nuage életronique d'une espèe anionique A− est plus di�usque elui de l'espèe neutre AH. De e fait, l'espèe A− est plus sensible à la présene d'orbitalesdi�uses dans le hoix de la base. Son énergie est don plus surrestimée que elle de l'espèe neutrelorsque es orbitales sont absentes. Nous avons don hoisi de ne retenir que les aluls réalisésave la base 6-31+G(d). De plus, les énergies alulées à l'aide de la base 6-31+G(d) sont plusprohes des a�nités protoniques expérimentales.En omparant les valeurs alulées aux valeurs expérimentales, on onstate que la di�éreneEAPcalc
- EAPexp est généralement supérieure à 0 sauf pour le as du omposé numéro 13 desaides benzoïques.Pour ompléter notre étude, nous avons déterminé l'énergie de point zéro (ZPE pour Zero PointEnergy) du hromophore et du phénol et d'un omposé de haque type (un pour les phénolssubstitués et un pour les aides benzoïques substitués) pour évaluer l'importane de la ZPE dansle alul de l'a�nité protonique.Les ZPE alulées sont regroupées dans le tableau II.6.

ZPE ∆EZPE=
ZPEanion − ZPEneutrehromophore is, anionique 95.8 -8.5hromophore is, neutre 104.3hromophore trans, anionique 95.8 -8.6hromophore trans, neutre 104.4phénolate 56.8 -8.8phénol 65.6dérivé phénolate 2 81.1 -8.7dérivé phenol 2 89.8dérivé du benzoate 4 74.3 -8.5dérivé de l'aide benzoïque 4 82.8Tab. II.6 � Valeurs des ZPE et di�érenes de ZPE (kal.mol−1) dans l'a�nité protonique.Premièrement, on peut voir dans le tableau II.6 que la ZPE des espèes neutres est toujoursplus importante, du fait de l'atome supplémentaire, e qui induit une vibration supplémentaire.De plus, on voit que l'e�et de la ZPE sur l'a�nité protonique des 5 omposés présents dans etableau varie entre -8.8 kal.mol−1et -8.5 kal.mol−1. Cette variation de 0.3 kal.mol−1 est trèsfaible par rapport aux variations des a�nités protoniques alulées. Nous avons don onsidéréque nous pouvions négliger la ontribution de l'énergie de point zéro pour le alibrage.23



Nous avons déterminé la droite de régression ainsi que l'inertitude assoiée à ette régressionentre EAPcalc
obtenue ave la base 6-31+G(d) et EAPexp de nos omposés substitués. Elle estreprésentée sur la �gure II.2.2.
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. Elle nous donne ainsi une meilleure estimationde EAPexp .II.2.4 A�nité protonique du hromophore dans ses di�érentes géométries.Pour déterminer l'a�nité protonique du hromophore le long des deux torsions, nous avons utilisédes aluls à l'aide de la méthode UB3LYP, ave une base 6-31+G(d) qui ontient des orbitalesdi�uses. Puis nous avons alulé la orretion à apporter à nos aluls, ainsi que l'inertitude enutilisant notre droite de régression. 24



La �gure II.2.3 montre omment nous avons proédé dans le as du hromophore dans sa géo-métrie trans. L'a�nité protonique alulée du hromophore est de 329.9 kal.mol−1. En utilisantla droite de régression pour le hromophore trans, nous obtenons une valeur orrigée égale à328.5 kal.mol−1.
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EAPcalc
Base 6-31+G(d) EAP orrigée

τ =0°(trans) 329.9 328.5 ±2.1
τ =30° 327.5 326.4 ±2.1
τ =60° 320.1 319.8 ±2.1
τ =80° 318.1 318.0 ±2.1
τ =85° 318.1 318.0 ±2.1
τ =90° 317.9 317.8 ±2.1
τ =95° 319.8 319.5 ±2.1
τ =100° 319.6 319.3 ±2.1
τ =120° 319.8 319.5 ±2.1
τ =150° 324.5 323.7 ±2.1

τ =180°(is) 331.5 329.9 ±2.1Fig. II.2.4 � Evolution de l'a�nité protonique du hromophore (kal.mol−1) le long de la torsion
τ . (ϕ=0°)

EAPcalc
Base 6-31+G(d) EAP orrigée

ϕ =0° 329.9 328.5 ±2.1
ϕ =30° 332.8 331.1 ±2.1
ϕ =60° 340.6 338.0 ±2.1
ϕ =80° 346.4 343.2 ±2.1
ϕ =85° 347.5 344.1 ±2.1
ϕ =90° 347.9 344.5 ±2.1
ϕ =95° 347.5 344.1 ±2.1
ϕ =100° 346.4 343.2 ±2.1
ϕ =120° 340.6 338.0 ±2.1
ϕ =150° 332.8 331.1 ±2.1
ϕ =180° 329.9 328.5 ±2.1Fig. II.2.5 � Evolution de l'a�nité protonique du hromophore en kal.mol−1 le long de la torsion

ϕ. (τ =0°)Les valeurs orrigées de l'a�nité protonique, EAP , le long des deux torsions sont présentées surla �gure II.2.6.
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se renfore quand elle passe à l'état exité[45℄. Au vu des résultats obtenus dans ette partie,nous éartons un transfert de proton depuis Tyr159 vers le hromophore qui se déroulerait dansla dernière étape de l'isomérisation, quand le hromophore est à l'état fondamental dans unegéométrie twistée en τ .Tous es aluls ont été e�etués dans le vide, et pour des géométries optimisées du hromo-phore. Or du fait de l'environnement, la géométrie d'équilibre ne représente pas l'ensemble desgéométries adoptées par les deux partenaires. De plus, l'environnement de la protéine peut jouerun r�le de délenheur, notamment à travers les liaisons hydrogènes.II.3 Transfert de proton entre le hromophore et la tyrosine dansle videDans ette partie, nous déterminons l'énergie du ouple (hromophore, tyrosine), les deux parte-naires étant onsidérés sans interation entre eux, dans deux états de protonation : hromophoreanionique, tyrosine neutre (que nous noterons Cro− - TyrH) et hromophore neutre, tyrosineanionique (CroH - Tyr−). Nous onsidérons di�érentes valeurs des angles ϕ et τ du hromo-phore. Pour haun des deux états de protonation du ouple, nous alulons son énergie nonseulement dans sa géométrie d'équilibre propre, mais également dans la géométrie d'équilibrequ'il adopte dans l'autre état de protonation, ei dans le but de pouvoir aluler des énergiesde transfert de proton ave ou sans relaxation de géométrie au ours du transfert.Pour symboliser la géométrie dans laquelle se trouve le ouple, nous noterons en indie C−THs'il est dans la géométrie d'équilibre du ouple (Cro− - TyrH), et CHT− s'il est dans elle de(CroH - Tyr−).Une partie des aluls néessaires a déjà été e�etuée dans le paragraphe II.2. Les autres ontété réalisés en utilisant la même méthode (DFT, ave la fontionnelle RB3LYP et la base 6-31+G(d)). Pour les torsions, nous avons hoisi des variations de 45° des angles τ et ϕ par rapportaux géométries planes. Cette valeur de 45° à été hoisie pour limiter le problème de déterminationdes énergies en DFT. Comme nous l'avons vu dans la partie II.2, la méthode de la DFT n'estpas adaptée pour dérire orretement les ruptures de onjugaison dans une moléule. Pour desvaleurs d'angles de 45°, nous avons montré que ette méthode permet une représentation orretede l'énergie ave la fontionnelle RB3LYP.Nous obtenons ainsi, pour une valeur �xée de ϕ et τ , quatre valeurs d'énergie :- L'énergie de Cro− - TyrH dans la géométrie optimisée de Cro− - TyrH, notée (Cro− - TyrH)C−TH- L'énergie de Cro− - TyrH dans la géométrie optimisée de CroH - Tyr−, notée (Cro− - TyrH)CHT−- L'énergie de CroH - Tyr− dans la géométrie optimisée de CroH - Tyr−, notée (CroH - Tyr−)CHT−- L'énergie de CroH - Tyr− dans la géométrie optimisée de Cro− - TyrH, notée (CroH - Tyr−)C−THCes aluls nous permettent d'obtenir l'énergie mise en jeu lors d'un transfert de proton de latyrosine neutre vers le hromophore anionique :29



∆E = (ECroH+ ETyr−) - (ECro−+ ETyrH)Cette di�érene d'énergie peut être alulée de deux façons di�érentes :- Soit en supposant un transfert �vertial� : le transfert est très rapide et la géométrie des deuxpartenaires n'a pas le temps de se relaxer (∆Evert ).on a don :
∆Evert = (CroH - Tyr−)C−TH - (Cro− - TyrH)C−TH- Soit en supposant un transfert �adiabatique� : le transfert est aompagné de l'adaptationde la géométrie de haque partenaire à son nouvel état de protonation (∆Eadiab ). La di�érened'énergie ∆Eadiab est égale à la di�érene d'a�nité protonique entre la tyrosine et le hromophore.On a alors :
∆Eadiab= (CroH - Tyr−)CHT− - (Cro− - TyrH)C−THLes valeurs d'énergie pour les di�érentes valeurs de τ et ϕ sont présentées dans le tableau II.7.La �gure II.3.1 reprend es résultats pour le hromophore is ainsi que pour les géométries duhromophore où τ = 135°, ϕ = 0° et τ = 180° et ϕ = 45°.hromophoreis hromophoretrans torsion ϕ torsion τ

τ = 180°
ϕ = 0° τ = 0°

ϕ = 0° τ = 180
ϕ = 45° τ = 0°

ϕ= 45° τ = 135°
ϕ = 0° τ = 45°

ϕ = 0°1 (Cro− - TyrH)C−TH 0 3 10 11 13 112 (Cro− - TyrH)CHT− 18 21 27 28 30 313 (CroH - Tyr−)CHT− 21 24 25 25 38 384 (CroH - Tyr−)C−TH 40 41 44 43 57 58Tab. II.7 � Energie (kal.mol−1) des ouples (Cro− - TyrH) et (CroH - Tyr−) pour di�érentesvaleurs de τ et ϕ et selon leur géométrie C−TH ou CHT−. L'énergie de l'état le plus bas(Cro− - TyrH) cis, C−TH est prise omme référene.Le tableau II.7 fait apparaître plusieurs points importants.Premièrement, en partant du ouple (Cro− - TyrH) dans sa géométrie is optimisée (ligne 1)pour di�érentes torsions du hromophore d'amplitude 45°, le transfert sans relaxation (transfertvertial) des deux partenaires onduit à la géométrie (Cro− - TyrH)CHT− . Ce transfert mène àune augmentation de l'énergie de 40 kal.mol−1 pour le hromophore plan, 34 kal.mol−1 lors dela torsion ϕ et 44 kal.mol−1 lors d'une torsion τ (di�érenes entre les lignes 1 et 4).30



Deuxièmement, toujours en partant de la géométrie (Cro− - TyrH)C−TH , le transfert de protonpour atteindre la géométrie optimisée des partenaires (CroH - Tyr−)CHT− (transfert adiaba-tique) s'aompagne d'une variation d'énergie égale à 21 kal.mol−1 pour le hromophore plan,25 kal.mol−1 pour le hromophore twisté en τ et 15 kal.mol−1 pour le hromophore twisté en
ϕ (di�érenes entre les lignes 1 et 3).Don, pour toutes es onformations (ϕ,τ ) du hromophore le transfert vertial et le transfertadiabatique sont défavorables.Cependant, au ours de la dynamique de la protéine Padron, le hromophore et la tyrosine nesont pas rigides, ils visitent des géométries qui �utuent autour de leur géométrie d'équilibre.Une situation limite qui pourrait rendre le transfert le plus favorable possible serait elle où l'étatde départ serait déjà dans la géométrie d'équilibre de l'état d'arrivée : (Cro− - TyrH)CHT− . Lesénergies de transfert dans une telle situation sont indiquées en orange sur la �gure II.3.1. Ellessont nettement plus basses que les énergies de transfert vertial ou adiabatique, mais seule lavaleur obtenue lors de la torsion ϕ est négative
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En onlusion, les géométries les plus favorables à un transfert de proton sont don les géométriesprésentant un twist ϕ, alors que les géométries présentant un twist en τ sont trouvées enoreplus défavorables à un transfert de proton que les géométries planes. Ces résultats sont en aordave les aluls d'a�nités protoniques réalisés dans la partie II.2.Ces onsidérations sont un point de départ qui montrent que la protonation du hromophore lorsd'une torsion τ , don lors de l'isomérisation, est à éarter. Néanmoins, es aluls sont réalisés enphase gaz. Il est don important d'estimer l'e�et de l'environnement protéique sur la variationd'énergie assoiée au transfert de proton.
II.4 E�et de l'environnementLes résultats des parties III.3.2 et III.3.3 sont obtenus à partir de aluls dans le vide. Nous her-hons maintenant à déterminer si l'environnement protéique et plus spéi�quement l'existened'une liaison hydrogène supplémentaire ave une moléule d'eau spetatrie peut rendre possibleun transfert de proton depuis le résidu Tyr159 vers le hromophore plan. Pour ela, nous avonseu reours à un modèle minimal pouvant donner lieu à un transfert de proton : H2O - HO−auquel nous avons ajouté une moléule d'eau spetatrie faisant une liaison hydrogène ave l'undes partenaires.II.4.1 Modèle H2O - HO−On étudie tout d'abord un système omposé d'une moléule d'eau, donneur de proton et un ionhydroxyde, qui représente l'aepteur.Il est présenté sur la �gure II.4.1.

←→Fig. II.4.1 � Représentation du système H2O - HO−Sur e système, nous avons étudié la variation d'énergie en fontion de la distane D qui estla distane entre les oxygènes O1 et O2, et d, la di�érene entre les distanes O1H et O2H(d=O1H - O2H) l'atome H étant maintenu sur l'axe O1-O2. Nous avons fait varier la distaneentre les atomes d'oxygène entre 2.2 et 3.0 Å. En dessous de 2.2 Å, nous nous attendons à uneforte répulsion. Au delà de 3 Å, nous nous attendons à une liaison hydrogène entre les deuxpartenaires quasi-inexistante. Les valeurs de d ont été onsidérées entre -1 Å et +1 Å. En dehorsde es valeurs, l'hydrogène est trop prohe de l'un des atomes d'oxygène. Lorsque la di�érene32



d est positive, alors l'hydrogène est plus prohe de l'oxygène O2. A l'inverse, si la di�érene dest négative, alors l'hydrogène est plus prohe de l'oxygène O1. Pour d = 0, l'hydrogène est àéquidistane des deux oxygènes. L'ensemble des atomes est dans le même plan.Ces aluls ont été réalisés ave le logiiel Gamess[56℄, en utilisant la méthode de la DFT/B3LYP,et la base minimale 3-21 G. Pour des valeurs de D et d données (don les positions de O1, O2 etH sont �xes) la position de tous les autres atomes a été optimisée par la méthode des gradients.La �gure II.4.2 représente la surfae d'énergie potentielle obtenue.
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symétrique ou asymétrique. Par exemble, Muller et Warshel[58℄ trouvent au niveau HF/6-31G**une struture d'équilibre symétrique, ave une distane D égale à 2.42 Å, tandis que Xantheas[59℄trouve une struture d'équilibre asymétrique (d = ±0.34 Å et D = 2.51 Å) au niveau MP2/aug--pVDZ. En�n, l'étude de Wei et al [60℄, trouve également une struture d'équilibre asymétrique(d= ±0.14 Å, et D=2.43 Å) au niveau BLAP3/6311++G(*,*).Nos aluls utilisent une base minimum, où manquent des orbitales di�uses et des orbitales depolarisations. Ils sont en aord orret ave les résultats ités et permettent de voir que laonformation d'équilibre passe de symétrique à asymétrique lorsque la distane entre les deuxoxygènes augmente.Dans un deuxième temps, nous avons ajouté une moléule d'eau spetatrie, qui donne une liaisonhydrogène à l'un des atomes d'oxygène.II.4.2 Modèle ave une moléule d'eau spetatriePour évaluer l'e�et d'une liaison hydrogène extérieure sur le transfert de proton dans le systèmepréédent, nous avons ajouté une moléule d'eau spetatrie Wat', qui établit une liaison hy-drogène en tant que donneur de proton ave l'oxygène O1. La position de ette moléule d'eauspetatrie est �xée à une distane donnée : la distane O1-O' a été gelée à la valeur de 3 Å, etl'angle O'-H1'-O1 à la valeur de 180°. De ette manière, la moléule d'eau spetatrie ne peutpas hanger de partenaire lors du déplaement de l'hydrogène H.Les autres oordonnées ont été optimisées. Le système étudié est représenté sur la �gure II.4.3.

Fig. II.4.3 � Représentation du système [H2O, HO−,Wat'℄.Comme pour le premier modèle, [H2O - OH−℄, nous alulons l'énergie du système pour di�érentesvaleurs de D = O1 - O2 et d = O1H - O2H. La surfae d'énergie potentielle obtenue ave laméthode de la DFT et la base 3-21G est présentée sur la �gure II.4.4.
34



(b) d >0

(a) d < 0Fig. II.4.4 � A gauhe : Surfae d'énergie potentielle (kal.mol−1) du système [H2O, HO−, Wat'℄en fontion de la distane D, et de la di�érene de distane d (Å). A droite : réprésentation del'état en fontion du signe de d.Pour rappel, quand la di�érene d est positive, le proton H est sur l'oxygène O2 et quand elleest négative, il est sur O1. Du fait de la présene de la moléule d'eau spetatrie, la �gure n'estplus symétrique par rapport au paramètre géométrique d. Pour une distane donnée O1 - O2 , lesystème est toujours plus stable quand la di�érene d est supérieure à zéro don ave l'hydrogènesur l'oxygène O2(as b sur la �gure II.4.4) . Cei s'explique ar dans ette on�guration, l'ionhydroxyde aepte deux liaisons hydrogène : une de la moléule spetatrie et l'autre de H2O.Pour une di�érene d inférieure à 0, l'hydroxyde n'aepte qu'une seule liaison hydrogène. Lefait que l'ion aepte deux liaisons hydrogène rend sa harge négative mieux solvatée, d'où uneénergie plus basse.Si on part d'une on�guration où D = 2.7 Å et d = -0.7 Å alors on a O1H = 1 Å et O2H = 1.7 Ået le proton H est lié à l'oxygène O1 (as a sur la �gure II.4.4). Cette on�guration est indiquéepar le point XA sur la �gure II.4.4. Dans ette on�guration, si D reste onstant, le système vaévoluer sans barrière vers le point XB pour lequel d vaut +0.5 Å. Pour d = +0,5 Å, on a O1H =1.6 Å et O2H = 1.1 Å et H est maintenant lié à O2 (as b sur la �gure II.4.4). Nous avons donun transfert de proton depuis O1 vers O2 dû à la présene de Wat'. Le système après transfertest plus stable de 20 kal.mol−1. Alors que dans le as sans moléule d'eau, la position XB (�gureII.4.2) est plus stable que la position XA de seulement 4 kal.mol−1.On peut espérer un e�et semblable dans le as du transfert entre Tyr159 et le hromophoreanionique : la présene d'une moléule d'eau en liaison hydrogène donneur de proton sur le grou-pement OH de Tyr159 devrait favoriser le transfert de proton vers le phénolate du hromophore,35



alors qu'une moléule d'eau en liaison hydrogène ave l'oxygène du phénolate du hromophoredevrait le défavoriser.Dans la partie II.3 nous avons montré que le transfert adiabatique entre Tyr159 et le hromo-phore anionique en onformation is dans le vide était défavorable de 21 kal.mol−1. Si l'e�eténergétique d'une moléule d'eau lié à Tyr159 est du même ordre de grandeur que dans le asdu système modèle (H2O - OH− - Wat'), 'est-à-dire qu'il favoriserait de 20 kal.mol−1, alors letransfert de proton peut devenir possible.Ces aluls montrent que le transfert de proton entre deux partenaires est fortement in�uenépar la présene d'une moléule d'eau spetatrie en liaison hydrogène ave l'un des partenaires.L'e�et de ette moléule sur le transfert de proton est totalement di�érent suivant qu'elle soitliée ave l'aepteur de proton (e�et défavorable) ou le donneur de proton (e�et favorable).II.4.3 Représentation de la moléule d'eau spetatrieNous avons étudié l'e�et du remplaement de la moléule d'eau spetatrie Wat' par des hargespontuelles. Dans ette étude les valeurs des harges que nous avons utilisées sont elles dumodèle TIP3P : l'oxygène porte une harge négative de -0.834, et haque hydrogène porte uneharge positive de +0.417.Les résultats sont présentés sur la �gure II.4.5.
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par ses harges pontuelles (en rouge). On voit que les deux méthodes de représentation donnentdes résultats très prohes : la di�érene maximale trouvée est de l'ordre de 2 kal.mol−1.Ces aluls montrent qu'en représentant la moléule d'eau par ses harges pontuelles, noussommes apable de simuler orretement sa présene. Nous pouvons don espérer que lorsque nousétudierons le ouple hromophore tyrosine, dans la protéine Padron, nous pourrons orretementreprésenter l'e�et des liaisons hydrogène sur le ouple et la variation d'énergie assoiée au transfertde proton en représentant l'environnement protéique par des harges pontuelles.II.4.4 ConlusionNous avons montré dans la partie II.4.2 que dans le système simple [H2O - OH−℄ suseptibled'éhanger un proton, une moléule d'eau plaée en liaison hydrogène sur le donneur de protonpeut favoriser un transfert de l'ordre de 20 kal.mol−1 sans barrière d'énergie. Dans le as duhromophore et de Tyr159 dans la protéine Padron, une moléule d'eau en liaison hydrogèneave Tyr159, pourrait don favoriser un transfert de proton. Dans la partie II.2, nous avonsdéterminé que l'a�nité protonique du phénol est supérieure à elle du hromophore d'environ20 kal.mol−1. Cette di�érene d'a�nité protonique, qui orrespond à un transfert adiabatiqueest du même ordre de grandeur que la stabilisation apportée par la moléule d'eau spetatrie.Nous avons don supposé que l'environnement protéique, et plus partiulièrement dans le as oùdes moléules d'eau sont prohes de Tyr159, pourrait être un délenheur de transfert de proton.En�n, nous avons également montré que le remplaement d'une moléule d'eau spetatrie parses harges pontuelles semblait su�re à reproduire son e�et.
II.5 Transfert de proton depuis Tyr159 vers le hromophore enonformation trans et is au sein de la protéine PadronDans ette partie, nous avons onsidéré un transfert de proton de Tyr159 vers le hromophoreanionique au ours d'une dynamique moléulaire de la protéine Padron. Comme nous l'avons ditpréédemment, nous avons éarté une protonation du hromophore à l'état exité, ar le ara-tère aide d'une espèe est renforé dans son état exité[45℄. Au vu de l'évolution de l'a�nitéprotonique dans l'état fondamental du hromophore au ours de la torsion τ , nous avons égale-ment éarté un transfert de proton depuis Tyr159 vers le hromophore à l'état fondamental auours de la dernière phase de l'isomérisation, 'est-à-dire quand τ passe de 90° à 180°. Nous avonsdon étudié la possibilité d'un transfert de proton depuis Tyr159 vers le hromophore quand ilest en géométrie plane trans ou is .
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II.5.1 Dynamique de Padron ave le hromophore en onformation trans.Pour aluler le oût du transfert de proton, nous avons tout d'abord réalisé des dynamiquesmoléulaires de la protéine Padron, ave le hromophore anionique en onformation trans et latyrosine neutre.Pour réaliser des dynamiques moléulaires de la protéine Padron, il faut utiliser un hamp de foreadapté au hromophore selon sa onformation et son état de protonation. La méthode utiliséepour réer le hamp de fore du hromophore est donnée dans les annexes A.3. Les autres résidusde la protéine sont des résidus standards. Ils sont don dé�nis dans le hamp de fore Amber.Dans ette partie, toutes les dynamiques ont été réalisées à pression et température onstante. Lemodèle des moléules d'eau hoisi est TIP3P. Pour avoir une meilleure exploration de l'espae desphases, nous avons réalisé 4 simulations indépendantes de 8 ns plutot qu'une seule. Le protoolequi a été utilisé pour passer de la struture ristallographique à la struture initiale est détaillédans l'annexe A.1.Nous avons e�etué un tirage aléatoire de 1000 snapshots dans es trajetoires. Puis, pour unsnapshot donné nous avons réalisé deux aluls quantiques :� Le premier ave le proton sur Tyr159, tel qu'il est dans la dynamique moléulaire.Le système quantique ontient le hromophore et la tyrosine restreints à leur partie onjuguée fer-mée par des hydrogènes. Les aluls ont été e�etués ave la méthode de la DFT, la fontionnelleB3LYP et la base 6-31+G(d) omme pour les aluls réalisés dans la partie II.2.Pour simuler l'environnement protéique, nous avons e�etué es aluls dans le nuage des hargespontuelles des autres atomes de la protéine et des moléules d'eau. Les atomes CA1 et CA3 duhromophore qui ont été remplaés par les atomes d'hydrogène inlus dans le alul quantique,ont été exlus de e nuage de harges. De même pour les hydrogènes portés par es atomes (HA1,HA2 et HA3). De même, les atomes CB2, HB2 et HB3 de Tyr159 ont été exlus du nuage deharges Les nomenlatures des atomes de la tyrosine et du hromophore sont rappelées sur la�gure II.5.1.
O-

N
C1

N3

O

O

CA3

CA1

HN

R2

HA1

HA2 HA3

CG2

CB2

HN

O

HO

HB2HB3

Fig. II.5.1 � Nomenlature des atomes du hromophore et de la tyrosineLa harge totale du système ainsi obtenue (partie quantique + harges pontuelles) est légère-ment di�érente de zéro. Pour orriger e défaut, nous avons modi�é les harges des atomes duhromophore inlus dans le nuage de harges pour que leur somme soit nulle et de même pourTyr159. 38



Ce alul nous donne l'énergie du ouple (Cro− - TyrH)π
C−TH

pour e snapshot donné de ladynamique. L'exposant π indique que le alul se fait au sein de la protéine. L'indie C−THindique que la géométrie du ouple orrespond au hamp de fore du hromophore anionique etde la tyrosine neutre : les géométries des deux partenaires �utuent autour de leur géométried'équilibre.� Le deuxième alul orrespond à l'état obtenu après transfert de proton de Tyr159 vers lehromophore.La position du proton transféré à été hoisie pour minimiser les interations ave des harges tropprohes. Pour e faire, nous avons e�etué une minimisation qui onsiste en 2000 pas de SteepestDesent à l'aide du logiiel Amber[61℄. L'ensemble des autres atomes a été soumis à une ontraintede 1000 kal.mol−1/Å2. Malgré ette ontrainte, les atomes bougent au ours de la minimisation.Ce déplaement, de l'ordre de 0.001Å par oordonnée, entraîne une forte modi�ation de l'énergie.Pour empêher ela, nous utilisons les oordonnées initiales du système dans lesquelles nousremplaçons les oordonnées de l'hydrogène par elles issues de la minimisation. De ette façon,seul l'hydrogène est déplaé durant le transfert. Ce alul nous donne l'énergie du ouple (CroH -Tyr−)π
C−TH

pour e snapshot donné de la dynamique.Pour e snapshot, on peut alors aluler la di�érene d'énergie :
∆Eπ

0 = (CroH - Tyr−)π
C−TH

- (Cro− - TyrH)π
C−THCette di�érene d'énergie représente pour un snapshot donné le oût du transfert de proton, ausein de la protéine, depuis la tyrosine vers le hromophore, sans réarrangement de géométrie desdeux partenaires. C'est-à-dire un transfert vertial, noté par la suite ∆Eπ

vert.
∆Eπ

vert = ∆Eπ
0 = (CroH - Tyr−)π

C−TH
- (Cro− - TyrH)π

C−THOn onsidère maintenant l'hypothèse d'un transfert adiabatique, 'est-à-dire un transfert où laréorganisation interne des deux partenaires a lieu en même temps que le transfert de proton. Onnotera e transfert ∆Eπ
adiab , son expression est :

∆Eπ
adiab = (CroH - Tyr−)π

CHT−
- (Cro− - TyrH)π

C−THqui est reliée à l'énergie de transfert vertial par la relation :
∆Eπ

adiab = ∆Eπ
vert + [(CroH - Tyr−)CHT− - (CroH - Tyr−)C−TH ℄39



La deuxième partie du membre de droite est l'abaissement d'énergie du ouple (CroH - Tyr−)quand il passe de la géométrie d'équilibre du ouple (Cro− - TyrH) à sa géométrie propre.Nous avons fait l'approximation que sa valeur ne dépend pas de la position relative des deuxpartenaires, ni de l'environnement et utilisé les valeurs alulées dans le paragraphe II.3, tableauII.7 qui orrespond à la situation où les deux partenaires sont haun dans le vide. Nous trouvonsainsi que l'abaissement vaut (24 - 41)kal.mol−1, soit -17 kal.mol−1.On a don :
∆Eπ

adiab = ∆Eπ
vert - 17 kal.mol−1La �gure II.5.2 représente la orretion à appliquer pour obtenir l'énergie d'un transfert adiaba-tique à partir de elle du transfert vertial.
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Comme préédemment, nous avons extrait 1000 snapshots de la dynamique moléulaire. Pourhaque snapshot, nous avons fait deux aluls quantiques, l'un où le système quantique est dansl'état de protonation (CroH - Tyr−), et l'autre après le transfert de proton du hromophore versla tyrosine anionique. Nous obtenons ainsi une di�érene d'énergie :
∆Eπ

0 = (CroH - Tyr−)π
CHT−

- (Cro− - TyrH)π
CHT−Et ette fois i, la géométrie des deux partenaires est une géométrie qui �utue autour de lagéométrie d'équilibre du ouple (CroH - Tyr−). Or, le phénomène qui nous intéresse est le trans-fert de proton depuis la tyrosine neutre vers le hromophore anionique, l'état de départ estCro− - TyrH et doit don être dans sa géométrie propre C−TH.Dans le as du transfert vertial, la variation d'énergie à aluler est don :

∆Eπ
vert = (CroH - Tyr−)C−TH - (Cro− - TyrH)C−TH

∆Eπ
vert = ∆Eπ

0 + [(CroH - Tyr−)C−TH - (CroH - Tyr−)CHT− ℄- [(Cro− - TyrH)C−TH - (Cro− - TyrH)CHT− ℄Et dans le as du transfert adiabatique :
∆Eπ

adiab = (CroH - Tyr−)CHT− - (Cro− - TyrH)C−TH

∆Eπ
adiab = ∆Eπ

0 - [(Cro− - TyrH)C−TH - (Cro− - TyrH)CHT− ℄Comme dans le as préédent, nous avons utilisé les résultats des aluls d'énergie des deuxpartenaires dans le vide réalisés dans la partie II.3 et nous obtenons ainsi :
∆Eadiab = ∆E0+18 kal.mol−1et

∆Evert = ∆E0+17 kal.mol−1+18 kal.mol−1

∆Evert = ∆E0 + 35 kal.mol−142



La �gure II.5.4 shématise les orretions à apporter à l'énergie alulée ∆Eπ
0 dans la dynamiqueCroH - Tyr− pour obtenir les énergies de transfert adiabatique et vertial.
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Dans l'hypothèse d'un transfert vertial, on trouve une di�érene d'énergie supérieure à 0 dans99,9% des as : le transfert est don très majoritairement défavorable. Dans le as d'un transfertadiabatique, on trouve que dans 4% des snapshots, la di�érene d'énergie est inférieure à 0 etdon favorable au transfert de proton.Conlusion sur le transfert de proton dans la protéine Padron, ave le hromophoreen onformation trans.Si on onsidère un transfert de proton vertial, on trouve que le transfert est défavorable dans100% des as dans l'environnement adapté à l'état de protonation Cro− - TyrH et dans 99.9%des as dans l'environnement adapté à CroH - Tyr−. Les énergies moyennes alulées dans esdeux environnements valent respetivement 25.2 et 27.5 kal.mol−1.Dans l'hypothèse d'un transfert adiabatique, on trouve que le transfert est défavorable dans97.5% des as dans l'environnement adapté à Cro− - TyrH et 96% des as dans elle avel'environnement adapté à CroH - Tyr−. Les oûts moyens en énergie sont respetivement de8.2 kal.mol−1 et 10.5 kal.mol−1.Dans les aluls ave l'environnement adapté à la géométrie (CroH - Tyr−), on trouve de façoninattendue que le transfert n'est pas plus favorable que dans l'environnement adapté à la géo-métrie (Cro− - TyrH). Cei peut s'expliquer par la position relative des yles du phénol et duphénolate. Pour être favorable, le transfert de proton doit s'e�etuer le long de la liaison hy-drogène, de façon à préserver ette liaison. Les onditions géométriques idéales pour le transfertde proton sont une distane OHcro - OHtyr inférieure à 3.2 Å , un angle CZcro - OHcro - OHtyrprohe de 109° et un angle dièdre CE1cro - CZcro - OHcro - OHtyr prohe de 0°.Dans le as de la dynamique ave le hromophore neutre et la tyrosine anionique nous avonssuivi l'angle CZtyr - OHtyr - OHcro et l'angle dièdre CE1tyr - CZtyr - OHtyr - OHcro.La nomenlature utilisée est présentée sur la �gure II.5.6 et la �gure II.5.7 montre les valeursprises par es grandeurs dans les deux dynamiques. Dans le as de la dynamique CroH - Tyr−,seuls les snapshots où la longueur OHcro- OHtyr est inférieure à 3.2 Å sont pris en ompte.
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Fig. II.5.7 � Paramètres de la liaison hydrogène entre le hromophore et la tyrosine dans lesdynamiques moléulaires de la protéine Padron ave le hromophore trans. A gauhe : dynamiquedans l'état de protonation (Cro− - TyrH). A droite : dynamique dans l'état de protonation (CroH -Tyr−). En rouge : angle CZcro - OHcro - OHTyr (en °) . En bleu : angle dièdre CE1cro - CZcro -OHcro - OHtyr (en °). Le nom des atomes est préisé sur la �gure II.5.6. Les lignes représententpour haque graphique la valeur idéale pour avoir un transfert de proton qui maintienne la liaisonhydrogène.Sur ette �gure, on peut voir que dans le as des dynamiques (Cro− - TyrH) (à gauhe), letransfert se fait en onservant la liaison hydrogène : l'angle est toujours prohe de 109°, etl'angle dièdre de 0°, e qui n'est pas le as dans les dynamiques dans l'état de protonation(CroH - Tyr−)(à droite). Dans es dernières, l'angle dièdre est nettement di�érent de 0 pendantla moitié du temps. Ce hangement d'orientation relative des yles expliquent pourquoi malgréun environnement plus favorable, le transfert est défavorisé.Au �nal, dans le as de Padron, ave le hromophore en onformation trans, on trouve que l'éner-gie de transfert n'est pratiquement jamais favorable au transfert quel que soit l'environnement.Par ontre, dans l'hypothèse d'un transfert adiabatique, où le système hromophore - tyrosineà le temps de se relaxer, on trouve quelques pourents de as favorable. Ce faible pourentageest ohérent ave les spetres d'absorption expérimentaux, qui montrent une absorption nulle outrès faible dans la bande du hromophore neutre.II.5.2 Dynamique de Padron ave le hromophore isomérisé en onformationis.Nous nous interessons ii à la dynamique de la protéine et du hromophore après l'isomérisationtrans→is, elle i ayant été obtenue par des simulations dont le point de départ est la protéinePadron, ave le hromophore dans l'état fondamental, en onformation trans. Pour es dyna-miques, nous avons suivi la même démarhe pour déterminer si le hromophore est suseptibled'arraher le proton de Tyr159 après l'isomérisation, dans l'état fondamental.Ces simulations qui ont été réalisées dans le groupes es dernières années, omportent 4 étapes :45



Etape 1 - On e�etue des dynamiques moléulaire de la protéine ave le hromophore en onfor-mation trans, anionique à l'état S0, dans lesquelles on extrait des snapshots.Etape 2 - En prenant es snapshots omme point de départ, on démarre des simulations ave lehromophore à l'état S1. Ces dynamiques sont réalisées ave le potentiel NADiA. Dans es dyna-miques, on observe fréquemment des torsions des angles τ et ϕ. Les snapshots où le hromophoreprésente une torsion τ de l'ordre de 90°, 'est-à-dire eux suseptibles de mener le hromophoreà une onversion interne vers l'état S0 puis à une isomérisation sont extraits.Etape 3 - On suppose que dans les snapshots séletionnés à l'étape préédente, le hromophoresubit e�etivement une onversion interne. En prenant es snapshots omme points de départ,on lane des simulations à l'état S0. Dans es simulations, le hromophore part de géométriestrès fortement twistées, les deux yles étant quasiment perpendiulaires l'un par rapport àl'autre. Pour réaliser es dynamiques, on utilise un potentiel de torsion ouplé mis au point dansle groupe[62℄. Ce potentiel de torsion ouplé ouvre tout l'espae de variation des angles τ et
ϕ. On observe une arrivée en onformation is (τ prohe de 180°) dans une petite fration dees simulations. Il apparaît qu'au moment de l'arrivée en onformation is, le hromophore aonservé sa liaison hydrogène ave Tyr159. Nous avons extrait des snapshots orrespondant à etype de situation.Etape 4 - A partir des snapshots issus de la troisième étape, nous avons réalisé 48 dynamiques de2 ns des simulations de l'état S0 du hromophore anionique is. Il s'agit de dynamiques moléu-laires de relaxation du système, dans lesquels l'environnement va s'adapter à la onformation isdu hromophore. Sur es 48 simulations nous avons observé la rupture de la liaison hydrogèneentre le hromophore et Tyr159 dans 26 as et l'établissement de la liaison hydrogène entre lehromophore et Ser142 dans 14 as.Les aluls de l'énergie de transfert de proton ont été réalisés sur les dynamiques de l'étape 4. Nousn'avons retenu que les parties de es dynamiques où la liaison hydrogène entre le hromophoreet la tyrosine reste établie (en prenant omme ritère d'existene de la liaison hydrogène que ladistane entre les deux oxygènes soit inférieure à 3.2 Å). On retient ainsi 58% du temps total desimulation de l'étape 4.Le hromophore de la protéine adoptant ii une onformation is, le hamp de fore du hro-mophore a été adapté à ette onformation. Les valeurs d'équilibre des angles du pont ont étémodi�ées par rapport au hromophore en onformations trans.Comme préédemment, nous avons e�etué les dynamiques moléulaires soit ave (Cro− - TyrH)soit (CroH - Tyr−). Pour haune de es dynamiques moléulaires, nous avons tiré aléatoirement1000 snapshots parmi eux où la liaison hydrogène hromophore tyrosine existe. Pour haquesnapshot, nous avons alulé une di�érene d'énergie de transfert de proton selon les hypothèsesd'un transfert vertial ou d'un transfert adiabatique suivant la même méthode que dans le asdu hromophore en onformation trans.
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Dynamique Cro− - TyrH
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vert (en bleu) et ∆Eπ

adiab (en vert) alulés dansles dynamiques ave le hromophore is anionique et la tyrosine neutre.Dans es dynamiques, on trouve que le oût moyen pour le transfert vertial (∆Eπ
vert) vaut32.1 kal.mol−1 ave un éart-type de 7.7 kal.mol−1.Dans le as d'un transfert adiabatique, Le ∆Eπ

adiab moyen alulé vaut 13.1 kal.mol−1.Dans l'hypothèse d'un transfert vertial, on trouve une di�érene d'énergie toujours positive. Iln'y a don auun snapshot dans lequel le transfert est trouvé favorable. Dans le as d'un trans-fert adiabatique, seuls 2% des snapshots tirés aléatoirement présentent une di�érene d'énergienégative et sont don trouvés favorables au transfert de proton.47



Dynamique CroH - Tyr−Comme préédemment, nous avons réalisé des dynamiques de la protéine Padron ave le hro-mophore en onformation is, sous sa forme neutre et la tyrosine anionique, de manière à avoirdes aluls dans un environnement favorable à la forme CroH - Tyr−. Le hamp de fore du hro-mophore is, neutre est déterminé selon la méthodologie dérite dans les annexes A.3. Pour latyrosine anionique, nous avons proédé de la même façon. Les harges des atomes sont indiquéesdans l'annex A.3.La �gure II.5.10 rappelle l'origine et les valeurs des orretions apportées pour obtenir les énergiesde transfert vertial et adiabatique dans la onformation is du hromophore de Padron.
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vert moyen vaut 28.3 kal.mol−1 ave un éart-typede 5.6 kal.mol−1. Dans le as du transfert adiabatique, le oût moyen du transfert alulé estde 9.3 kal.mol−1.Pour le transfert vertial, on ne trouve auun as où la di�érene d'énergie est inférieure à 0, equi signi�e que dans ette hypohèse le transfert n'est jamais favorable. Dans le as du transfertadiabatique, 4.8% des snapshots sont trouvés ave un ∆Eπ
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(a) (b) () (d)état de protonationdans la dynamique (Cro− - TyrH) (CroH - Tyr−)Vertial Adiabatique Vertial Adiabatiquehromophore trans % as favorable 0.0 2.5 0.1 4.0
∆Eπ 25.2±4.8 8.2±4.8 27.6±6.6 10.5±6.6hromophore is % as favorable 0.0 2.0 0.0 4.8
∆Eπ 32.1±7.7 13.1±7.7 28.3±5.6 9.3±5.6Tab. II.8 � Pourentage de onformations favorables au transfert vertial ou adiabatique au oursde la dynamique moléulaire. Valeur moyenne et éart-type de l'énergie assoiée au transfert∆Eπ.(a) et (b) : dynamique moléulaire adaptée à l'état de protonation (Cro− - TyrH). () et (d)dynamique moléulaire adaptée à l'état de protonation (CroH - Tyr−).Les valeurs moyennes des énergies de transfert vertial et adiabatique sont toujours positivesdon défavorables au transfert de proton. Le fait que l'environnement protéique soit adapté àl'état �nal du transfert ne rend pas systématiquement es valeurs moyennes plus basses. Nousavons montré que l'orientation relative des yles phénol et phénolate au ours de la dynamiquejoue un r�le important.On remarque tout d'abord qu'on trouve pratiquement le même pourentage de as favorable autransfert de proton dans le as du hromophore trans que dans le as du hromophore is.Dans l'hypothèse d'un transfert vertial, on ne trouve auun as favorable. Par ontre dans leas d'un transfert adiabatique ('est-à-dire que le transfert est su�samment lent pour que lesdeux partenaires aient le temps de se relaxer), on trouve quelques pourents de as favorables.La durée du transfert de proton de H2O vers OH− a été estimée à 20-30 femtoseondes parTuñón et al[63℄. Cette durée est faible par rapport aux temps aratéristiques des vibrations mo-léulaires, sauf pour elles des liaisons impliquant un hydrogène. Il y a don vraissemblablementune relaxation partielle de la géométrie des partenaires au ours du transfert et la réalité estintermédiaire entre les hypothèses vertiale et adiabatique.Nous avons alulé ii les di�érenes d'énergie entre l'état après transfert et l'état avant trans-fert, mais nous n'avons pas estimé les barrières. Dans le as des transferts de proton le longd'une liaison hydrogène intermoléulaire, les barrières énergétiques sont omprises entre 1 et7 kal.mol−1[64℄. On ne peut don pas éarter qu'il puisse y avoir des situations où la di�é-rene d'énergie est favorable, mais pour lesquelles il y a une barrière empêhant le transfert. Lespourentages que nous trouvons sont don des bornes supérieures des pourentages de as ou letransfert a e�etivement lieu.Les spetres d'absorption expérimentaux montrent que la forme neutre est quasi absente dans leas du hromophore trans, et de poids semblable à la forme anionique dans le as du hromophoreis. Par ontre, nos aluls montrent que la probabilité de transfert de proton de Tyr159 vers lehromophore anionique est au maximum de quelque pourents, quel que soit la onformation duhromophore. Nous pouvons don onlure que l'équilibre entre les formes anionique et neutre duhromophore ne provient pas, ou alors de façon très marginale d'un transfert de proton depuisTyr159. 50



II.6 Voisinage du hromophore en onformation is et transDans ette partie, nous omparons les environnements du hromophore au ours de la dynamiqueen fontion qu'il soit en onformation is ou trans. Plus préisément, nous nous intéressons auxliaisons hydrogène sur les oxygènes du phénolate du hromophore et du phénol de la tyrosine,autres que elle établie entre eux. En e�et, dans la partie II.4, nous avons montré que dans lesystème [H2O, OH−,Wat' ℄ une moléule d'eau en liaison hydrogène ave le donneur de proton(H2O) pouvait rendre favorable un transfert de proton vers OH− alors que si elle est en liaisonhydrogène ave OH− elle défavorise le transfert et on espère un e�et similaire dans le as duhromophore et de la tyrosine.Le tableau II.9 présente le pourentage des snapshots où l'on trouve des liaisons hydrogène entredes moléules d'eau et l'oxygène du phénolate du hromophore et/ou ave l'oxygène du phénolde Tyr159 dans la dynamique ave le hromophore anionique trans.Les ritères d'existene de liaison hydrogène que nous avons hoisis sont une distane oxygène-oxygène inférieure à 3.2 Å et un angle Oxygène - Hydrogène - Oxygène supérieur à 120°. Par lasuite, nous utiliserons la notation LH pour parler de Liaison Hydrogène.Chromophore en onformation trans.0 LH sur le hromophore 1 LH sur le hromophore0 LH sur Tyr159 2.4% 91.5%1 LH sur Tyr159 0.1% 6.0%Tab. II.9 � Pourentage des as où nous observons 0 ou 1 liaison hydrogène d'une moléule d'eausur le hromophore ou sur Tyr159 dans les dynamiques de Padron ave le hromophore anioniqueen onformation trans.On peut voir dans e tableau que les situations où une liaison hydrogène ave une moléule d'eauserait suseptible de favoriser le transfert (une liaison hydrogène sur le hromophore et auunesur le hromophore) ne représentent que 0.1% des snapshots. Ces snapshots étant très rares, ils'avère que parmis les 1000 snapshots pour lesquels nous avons alulé le oût du transfert deproton, auun ne fait partie de ette atégorie. Dans 97.5% des snapshots, on trouve une liaisonhydrogène entre le phénolate du hromophore et une moléule d'eau, e qui est défavorable autransfert.En analysant les dynamiques plus en détail, il s'avère que 'est toujours la même moléule d'eauqui est en liaison hydrogène ave le hromophore. Elle est don très stabilisée dans la protéine.La �gure II.6.1 représente une on�guration issue des dynamiques de la protéine Padron ave lehromophore en onformation trans.
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Fig. II.6.1 � Con�guration de l'environnement du phénolate du hromophore en onformationtrans dans les dynamiques de la protéine Padron.Sur ette �gure, on voit que l'oxygène du phénolate est dans un environnement fermé, où lamoléule d'eau ave laquelle le hromophore est en liaison hydrogène est à l'intérieur du tonneau
β. Cette moléule d'eau n'est pas en ontat ave le solvant et en plus du hromophore, elleétablit des liaisons hydrogène ave les haines latérales de Ser155 (en rouge sur la �gure) etThr175 (en bleue). Elle est piégée en permanene à l'intérieur de la protéine. Cei explique letrès fort pourentage de liaison hydrogène ave le hromophore (97.5%).Chromophore en onformation isPour rappel, nous avons réalisé 48 dynamiques de 2 ns ave le hromophore en onformationis . Ii, on ne regarde que les on�gurations où la relaxation n'a pas eu lieu, 'est-à-dire où lehromophore est toujours en liaison hydrogène ave la tyrosine.0 LH sur le hromo-phore 1 LH sur le hromo-phore 2 LH sur le hromo-phore 3 LH sur le hromo-phore0 LH sur Tyr159 3.8 48.2 19.3 0.21 LH sur Tyr159 2.9 19.3 5.9 0.12 LH sur Tyr159 0.1 0.1 0.1 0Tab. II.10 � Pourentage de as où nous observons 0 ou 1 liaison hydrogène d'une moléuled'eau sur le hromophore ou sur Tyr159 dans les dynamiques de Padron ave le hromophoreanionique en onformation is.Dans les dynamiques ave le hromophore anionique is, on trouve 3% des snapshots dans les-quels Tyr159 est en liaison hydrogène ave une ou plusieurs moléules d'eau et dans lesquels le52



hromophore n'en établit auune. Ces on�gurations sont elles que nous avons identi�ées ommepouvant être plus favorables à un transfert de proton depuis la tyrosine vers le hromophore dansla partie II.4.Parmi les snapshots que nous avons tirés au hasard pour e�etuer les aluls d'énergie de transfert,plusieurs orrespondent à e ritère. L'un d'eux est représenté sur la �gure II.6.2.

Fig. II.6.2 � Con�guration onsidérée omme pouvant être favorable à un transfert de proton.Sur ette �gure, on peut voir que Tyr159 et l'oxygène du phénolate du hromophore sont enliaison hydrogène. On voit aussi que seule Tyr159 établit une liaison hydrogène ave une moléuled'eau. Pourtant, on trouve que l'énergie du système après transfert est 33 kal.mol−1 plus hautequ'avant le transfert. Malgré la moléule d'eau qui stabilise Tyr159 sous sa forme anioniqueaprès le transfert, la di�érene d'énergie est trouvée défavorable. Cei peut s'expliquer par laposition relative du hromophore et de Tyr159 : dans ette onformation, les deux yles sontdans des positions à peu près perpendiulaires. Le proton transféré doit se lier à l'oxygène duphénolate du hromophore et don se trouver dans le plan de e yle ou prohe de e plan.L'angle oxygène - hydrogène - oxygène est alors prohe de 90° et don très défavorable à uneliaison hydrogène : la LH entre le hromophore et la tyrosine est alors perdue, e qui ontribueà déstabiliser le transfert de proton.Comme pour le as des dynamiques réalisées ave le hromophore en onformation trans, neutreet la tyrosine anionique, nous avons quanti�é le nombre de as où une telle situation existe.Pour ela, nous avons alulé au ours des dynamiques moléulaires ave le hromophore enonformation is la distane entre les deux oxygènes, l'angle CZcro - OHcro - OHTyr et l'angledièdre CE1cro - CZcro - OHcro - OHtyr. Les noms d'atomes utilisés sont les mêmes que dans lapartie II.5 et sont donnés sur la �gure II.5.6. 53



Les valeurs de es angles orrespondant à une situation favorable au transfert de proton sontvoisines de 109° pour l'angle CZcro - OHcro - OHTyr et de 0° pour l'angle dièdre CE1cro - CZcro -OHcro - OHtyr.Les valeurs de es paramètres dans la dynamique ave le hromophore en onformation is,quand la distane entre OHtyr et OHcro est inférieure à 3.2 Å sont présentées sur la �gure II.6.3(à droite). Les mêmes paramètres pour les dynamiques moléulaires de la protéine Padron avele hromophore en onformation trans sont représentés sur la même �gure (à gauhe).

Fig. II.6.3 � Paramètres de la liaison hydrogène entre le hromophore et la tyrosine dans lesdynamiques moléulaires de la protéine Padron e�etuées ave le hromophore anionique. Agauhe : onformation trans du hromophore. A droite : onformation is du hromophore. Enrouge : angle CZcro - OHcro - OHTyr (en °). En bleu : angle dièdre CE1cro - CZcro - OHcro -OHtyr (en °). Le nom des atomes est préisé sur la �gure II.5.6.Les lignes noires représententpour haque graphique la valeur idéale pour avoir un transfert de proton qui maintienne la liaisonhydrogène.On peut voir sur ette �gure (à droite), que dans une grande partie des as dans la dynamiquedu hromophore anionique, en onformation is, au moins l'un des ritères pour e�etuer untransfert de proton tout en onservant la liaison hydrogène entre les deux partenaires n'est pasmaintenu. Seuls 18,6% des snapshots permettent un transfert de proton tout en maintenant laliaison hydrogène. Pour rappel, seuls les snapshots où la liaison hydrogène est enore présenteont été utilisés pour aluler une di�érene d'énergie.Au ontraire, sur la �gure II.6.3, à gauhe on peut voir que dans le as des dynamiques ave lehromophore en onformation trans, les paramètres pour pouvoir e�etuer un transfert de protonet onserver la liaison hydrogène sont toujours prohes des valeurs idéales.La rupture fréquente de liaison hydrogène dans les dynamiques du hromophore is pendantle transfert peut expliquer pourquoi le oût moyen du transfert est trouvé 7 kal.mol−1 plusdéfavorable que dans le as du hromophore trans d'après les valeurs tirées du tableau II.8). Cettevaleur de 7 kal.mol−1 est ohérente ave la stabilisation apportée par une liaison hydrogène, quiest omprise entre 3 et 8 kal.mol−1[57℄.Dans la partie II.4, nous avions évalué l'e�et d'une moléule d'eau sur un transfert de proton lelong d'une liaison hydrogène sur le système [H2O, OH−, Wat'℄ et trouvé que ette moléule d'eau54



pouvait favoriser le transfert de proton d'environ 20 kal.mol−1. Dans e as, tous les atomesétaient oplanaires, et le déplaement de l'hydrogène ne s'aompagnait jamais d'une rupture dela liaison hydrogène.Chemin de moléule d'eau reliant le hromophore is au solvantPar ailleurs, on peut voir dans le tableau II.10 que dans le as où le hromophore est en onfor-mation is, en liaison hydrogène ave Tyr159, le hromophore peut établir des liaisons hydrogèneave plusieurs moléules d'eau simultanément. Cei montre que plusieurs moléules d'eau sontprésentes dans l'environnement de l'oxygène du phénolate du hromophore is e qui n'est pasle as dans la onformation trans. En e�et, nous avons vu que dans le hromophore trans, laseule moléule d'eau en position d'interagir ave l'oxygène du phénolate du hromophore estpiégée dans la protéine. Dans la onformation is, la réorientation du hromophore rapprohele phénolate du left du tonneau β. On peut également remarquer que lors de la dynamique,le hromophore ne garde pas de liaison hydrogène ave une seule moléule d'eau mais que plu-sieurs se relaient autour du hromophore, y ompris des moléules d'eau dé�nies pour solvaterla protéine. Ce phénomène est illustré sur la �gure II.6.4.
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liaison hydrogène à une autre moléule d'eau.La �gure II.6.5 représente les moléules d'eau prohes de Wat1 au ours de la dynamique, pendantles 1000 pioseondes où Wat1 est liée au hromophore.
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Fig. II.6.5 � Moléules d'eau en liaison hydrogène ave Wat1 pendant les 1000 ps où elle est liéeau hromophore. En ordonnée : distane entre les oxygènes des moléules d'eau et l'oxygène deWat1.Sur les 1000 pioseondes où Wat1 est liée au hromophore, on voit que 5 moléules d'eau sesuèdent dans son voisinage et l'examen visuel par VMD montre qu'elles sont dans la zonedu left, en ontat ave le solvant. Au total, il y a une irulation de moléules d'eau entrel'extrémité phénolate du hromophore et le solvant et presque à tout instant, il y a une hainede moléule d'eau reliant le phénolate au solvant. Une de es haînes est représentée sur la �gureII.6.6.
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Fig. II.6.6 � Exemple d'un hemin de moléules d'eau entre le phénolate du hromophore et lesolvant dans les dynamiques de Padron, ave le hromophore is, anioniqueSur ette �gure, on peut voir que l'oxygène anionique du phénolate du hromophore est en liaisonhydrogène ave une moléule d'eau (en rouge sur la �gure). Cette moléule d'eau est elle mêmeaeptrie de liaison hydrogène ave une autre moléule d'eau (en orange). Ce hemin de liaisonhydrogène se propage ainsi à travers les moléules d'eau bleue, puis violette et onduit jusqu'ausolvant. Si on suppose un transfert de proton depuis la moléule d'eau violette vers la bleue,puis de la bleue vers la orange, de la orange vers la rouge et �nalement de la moléule d'eaurouge vers le hromophore, nous avons don un hemin de transfert de proton, du solvant versle hromophore. Ce hemin de transfert de proton onduit in-�ne à faire apparaître une hargenégative sur une des moléules d'eau, mais ette dernière étant dans le solvant, sa harge négativeest stabilisée par de nombreuses interations ave d'autres moléules d'eau.Nous en onluons qu'un méanisme probable expliquant l'équilibre de protonation anion-neutredu hromophore en onformation is, dans la protéine Padron est un éhange de proton viaun hemin de moléule d'eau ave le solvant. Un tel méanisme a déjà été mis en évidene parShinobu et Agmon[65℄ dans l'étude du transfert de proton à partir du hromophore à l'état exitéde la GFP.II.7 ConlusionDans ette étude, nous avons alulé l'a�nité protonique du hromophore isolé dans di�érentesgéométries. Nous trouvons une a�nité protonique du hromophore trans de 328.5 kal.mol−1 etde 329.9 kal.mol−1 pour le hromophore is. Une plus forte a�nité protonique du hromophoreis signi�e une plus grande stabilisation en as de transfert de proton sur le hromophore en57



onformation is que trans. Cependant, du fait de la stabilisation par onjugaison du hromo-phore anionique, l'a�nité protonique du hromophore plan est bien inférieure à elle du phénol.Pour une torsion τ = 90°, l'a�nité protonique du hromophore est trouvée diminuée de 11 kal.mol−1.Au ontraire, dans le as d'une torsion ϕ = 90° on trouve une augmentation de l'a�nité proto-nique de presque 18 kal.mol−1 par rapport au hromophore plan.Cela montre qu'au ours de l'isomérisation, qui implique une torsion τ , la apaité du hro-mophore twisté à apter un proton est réduite, e qui tend a montrer que l'isomérisation et laprotonation du hromophore sont deux méanismes suessifs et séparés dans le temps : dans unpremier temps, il va y avoir isomérisation du hromophore de la géométrie trans vers la géométrieis. Puis dans un seond temps un transfert de proton, qui va mener à un équilibre entre la formeanionique et la forme neutre du hromophore.Nous avons également montré sur un modèle simple (H2O, OH−, Wat) que dans le as où unemoléule est donneuse de liaison hydrogène sur le donneur potentiel de proton, ela pouvaitaboutir à rendre le transfert de proton plus stable d'environ 20 kal.mol−1 et ainsi ompenser ladi�érene d'a�nité protonique alulée entre le phénol de Tyr159 et le hromophore.En réalisant des dynamiques moléulaires de la protéine Padron, ave le hromophore dans sesonformation is et trans et sous ses formes neutre et anionique, nous avons alulé le oût dutransfert de proton en fontion de la onformation du hromophore et de l'environnement. Cesaluls ont montrés que en terme d'énergie, le transfert est plus défavorable dans la onformationis du hromophore que dans la onformation trans. En omparant les environnements des deuxonformations du hromophore, nous avons pu mettre en évidene que ei vient du hangementd'orientation relative des deux yles. Dans les dynamiques ave le hromophore anionique, trans,le transfert se fait le long de la liaison hydrogène et ette dernière est onservée. Alors que dansla onformation is, le transfert de proton mène généralement à une géométrie dans laquelle laliaison hydrogène est rompue. En revanhe, en terme de pourentage, on trouve que le transfertest aussi peu probable dans les dynamiques ave le hromophore en onformation is que danselles où il est en onformation trans.En omparant les environnements des hromophores is et trans, il est également apparu que dansla onformation is, le hromophore est relié en permanene au solvant à travers des heminsde moléules d'eau. Cei n'est pas le as du hromophore trans. Nous supposons don que letransfert de proton se fait le long d'un de es hemins de proton et que in-�ne, le proton aptépar le hromophore est issu du solvant.Nos résultats sont en bon aord ave les résultats obtenus dans l'étude de Padron par AlineFaro[37℄, ainsi qu'ave de réentes études des protéines Dronpa[40, 41, 42℄ et IrisFP[43℄, quiont montré que la protonation du hromophore survenait après l'isomérisation, à une éhelle detemps di�érente de elle de l'isomérisation.
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Chapitre III
Etude de la protéine EosFP
III.1 IntrodutionDans ette partie, nous avons étudié la protéine �uoresente EosFP, dont le hromophore danssa forme verte ave les noms des atomes utilisés est rappelé sur la �gure III.1.1.
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Fig. III.1.2 � Struture du hromophore et des résidus prohes dans la struture ristallogra-phique de EosFP. A gauhe : monomère ave moléule d'eau. A droite : monomère sans moléuled'eau. En bleue : distane (en Å) entre l'oxygène O2 du hromophore et les atomes potentielsdonneurs d'hydrogène.Sur ette �gure, on peut voir que la position du hromophore et des aides aminés prohes esttrès similaire entre les deux monomères. La déviation standard moyenne (RMSD) alulée avele logiiel VMD après avoir aligné les strutures sur les atomes lourds du squelette de la protéineentre es mêmes atomes vaut 0.23 Å . La di�érene entre les deux monomères provient d'unemoléule d'eau présente ou non, plaée entre les résidus Arg66 et Arg91 et en liaison hydrogèneave l'oxygène O2 du hromophore. Il y a don 2 ou 3 donneurs de liaison hydrogène possible surl'oxygène de l'imidazolinone du hromophore selon que la moléule d'eau soit présente ou non.Expérimentalement, le spetre d'absorption[4℄ de la protéine présente un maximum d'absorptionà 506 nm, e qui montre que le hromophore est anionique, un épaulement à 476 nm et unelargeur à mi hauteur de 25 nm. Le rendement quantique de �uoresene de EosFP vaut 0.7[4℄,et sa durée de vie de �uoresene est de 3.0 ns[36℄. En�n, dans ette protéine, le hromophorene s'isomérise pas et est uniquement trouvé sous sa forme is.Les spetres d'absorption, d'émission et d'exitation de la protéine sont reproduits sur la �gureIII.1.3.
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Fig. III.1.3 � Spetres de la protéine EosFP[4℄. Trait plein : spetre d'absorption. Pointillés :spetre d'émission. Tirets : spetre d'exitation.Pour étudier la protéine en solution, à l'aide de dynamiques moléulaires, nous devons hoisirun des monomères. Nous avons herhé à aratériser l'e�et de la moléule d'eau Wat309 sur lespropriétés struturales et spetrosopiques en e�etuant des dynamiques moléulaires en partantdes deux types de monomères.Dans un premier temps, nous analyserons les réseaux de liaisons hydrogène obtenus à l'étatfondamental et les spetres d'absorption.Dans un seond temps, nous réaliserons des dynamiques moléulaires des deux types de mo-nomères ave le hromophore à l'état exité. A l'aide de es dynamiques, nous aratériseronsles di�érentes géométries que peut adopter le hromophore ainsi que l'impat de la moléuled'eau sur la dynamique du hromophore à l'état exité. En�n, nous utiliserons les informationsextraites de es dynamiques dans deux modèles, pour prédire un temps de vie de �uoresene etun rendement quantique de �uoresene.III.2 Dynamique de l'état fondamentalPour réaliser une simulation moléulaire, en partant de la struture PDB, nous devons ompléterla géométrie ristalline et notamment ajouter les atomes d'hydrogène.III.2.1 Préparation des simulations moléulairesa - Choix de la protonation des résidusDans les dynamiques de EosFP, tous les résidus titrables ont été protonés selon leur état standardà pH 7 : les aides glutamique et aspartique, qui possèdent un pKa mesuré de 4.2[57℄ et de 3.9[57℄respetivement, sont don sous leur forme anionique et les lysines et arginines, qui possèdent unpka respetif de 10[57℄ et 12.5[57℄ sont sous leur forme ationique.Le seul résidu pour lequel la protonation à pH 7 n'est pas tranhée est l'histidine : son pKa estde l'orde de 6.0[57℄. A pH7, l'histidine est don possiblement sous deux formes : neutre ave le61



proton sur ND1 ou NE2 (nomenlature sur la �gure III.2.1) et ationique, ave un proton surhaque azote.Une histidine ave le nom des atomes utilisés dans Amber est représentée sur la �gure III.2.1.
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 - Choix du monomèreComme nous l'avons dit préédemment, dans la struture ristallographique de EosFP sous saforme verte, on trouve dans 3 monomères sur 4 une moléule d'eau prohe de l'oxygène O2 del'imidazolinone du hromophore.A partir des distanes entre atomes lourds issues de la struture ristallographique, on peutdéduire un réseau de liaison hydrogène probable dans l'environnement du hromophore. Ce réseauest représenté sur la �gure III.2.4.
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Nous onsidérons dans un premier temps la dynamique du hromophore et plus partiulièrementles angles dièdres ϕ et τ . L'angle dièdre τ est l'angle formé par les atomes N2-CA2-CB2-CG2,et l'angle dièdre ϕ est elui formé par les atomes CA2-CB2-CG2-CD1.Les valeurs moyennes, ainsi que l'éart-type sont résumés dans le tableau III.1.strutureristallographique ave Wat309 sans Wat309moyenne éart-type moyenne éart-type
τ -0.7° -5.0° 8.2 -6.5° 8.9
ϕ -8.7° -4.6° 8.3 -4.6° 8.6Tab. III.1 � Valeurs moyennes et éart-type des angles τ et ϕ (en degrés) dans les dynamiquesde EosFP ave et sans Wat309.Les résultats sont identiques ou quasi-identiques dans les deux situations. Dans la strutureristallographique, on trouve que l'angle τ vaut autour de 0° et ϕ vaut autour de -8°. Les valeursdes angles de torsion du hromophore de EosFP dans les dynamiques sont don en aord aveles valeurs ristallographiques.La �gure III.2.5 présente le pourentage d'existene des liaisons hydrogène dans l'environnementdu hromophore au ours des simulations moléulaires dans les deux situations.
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d'eau que sans. Le reste du réseau de liaison hydrogène ne présente pas de di�érene signi�ativeentre les deux dynamiques.En�n, on peut voir que dans les deux monomères, ave l'état de protonation hoisi, l'histidine dela haine latérale du hromophore est apable de réer une liaison hydrogène soit ave l'oxygènedu squelette peptidique du résidu Phe61, soit ave l'oxygène du arbonyle de la haine latéraledu résidu Gln38, e qui est en aord ave l'étude de Imhof[67℄.Dans les as où Wat309 n'établit pas de liaison hydrogène ave le hromophore, elle reste dansl'environnement prohe (moins de 5Å de l'oxygène O2), et e�etue alors des liaisons hydrogèneave le résidu Glu144 de la triade et les deux résidus Arg66 et Arg91 qui sont eux-même enliaison hydrogène ave l'oxygène O2 du hromophore.Cette moléule d'eau est don inapable de s'éhanger ave une autre moléule d'eau ou de sortirdu tonneau β de la protéine. Dans les dynamiques de la protéine sans la moléule d'eau Wat309,on ne voit auune moléule d'eau ristallographique ou du solvant qui entre dans le tonneau pourse positionner en liaison hydrogène ave l'oxygène O2 du hromophoreLes di�érenes minimes qui apparaissent au ours des dynamiques de la protéine à l'état fon-damental ne nous permettent pas de déterminer si la moléule d'eau Wat309 joue un r�le dansla dynamique de l'état fondamental. D'une part, les angles dièdres τ et ϕ du hromophore sontprohes des valeurs ristallographiques et d'autre part, le réseau de liaison hydrogène qui en-toure le hromophore ne présente pas de di�érene signi�ative dans les dynamiques des deuxmonomères.III.3 Calul des spetres d'absorption de EosFPNous allons examiner l'e�et de la moléule d'eau Wat309 sur le spetre d'absorption théoriquede la protéine solvatée. Pour rappel, le spetre d'absorption expérimental de EosFP présente unmaximum à 506 nm et un épaulement à 476nm. La largeur à mi-hauteur est de 25 nm.III.3.1 Méthode :Pour aluler les spetres d'absorption de la protéine EosFP, nous avons hoisi d'utiliser uneméthode déjà utilisée dans d'autres études [68℄. Cette méthode onsiste à aluler l'énergie despremières transitions életronique du hromophore, pris dans des géométries extraites de la dy-namique moléulaire à l'état fondamental. Les aluls quantiques prennent en ompte l'e�eteletrostatique de la protéine au travers des harges pontuelles des atomes de l'environnementprotéique.Pour le alul quantique, nous avons hoisi la méthode TD-DFT[69℄ et utilisé le logiiel Gaussian[47℄.La méthode TD-DFT a des limitations bien onnues pour le alul des spetres d'absorption. Parexemple, elle ne permet pas de dérire orretement les états à transfert de harge et les étatsave un large aratère de double exitation. Des travaux ont omparé la méthode TD-DFT66



par rapport à des méthodes plus préises omme DFT/MRCI[70℄ ou AM1/MRCI[67℄ ou desDFT/MM[71℄ inluant la polarisation de l'environnement. Les approhes TD-DFT surestimentles transitions vertiales de 0.3 à 0.5 eV par rapport à l'expériene, e qui onduit à des spetresthéoriques déplaés vers le bleu par rapport à l'expériene. Notre approhe herhe avant toutà omparer di�érents environnements, sans herher un aord quantitatif ave l'expériene, equi nous onduit à séletionner la méthode rapide TD-DFT.Nous avons e�etué quelques aluls tests pour valider es hoix.Choix du système quantique et de la fontionnelleNous avons réalisé des aluls de spetre sur deux systèmes quantiques.Le premier est le hromophore restreint à sa partie onjuguée, ave les liaisons fermées par desgroupement méthyle : HydroxyBenzilidene-Diméthyl-Imidazolinone, que nous nommerons HBDIpar la suite. Il est représenté sur la �gure III.3.1.
Fig. III.3.1 � Chromophore HBDISur e système quantique, nous avons alulé les dix premiers états exités ave les fontionnellesB3LYP[48℄, PBE0[72℄, M062X[73℄ et CAM-B3LYP[74℄. Nous avons utilisé la base 6-31+G(d),que nous avons utilisée pour les aluls d'a�nité protonique. La longueur d'onde d'absorptionexpérimentale du hromophore isolé anionique est de 479 nm[75℄. Nous allons don pouvoiromparer nos aluls ave l'expériene pour déterminer la fontionnelle qui reproduit le mieuxl'absorption du hromophore.Dans un seond temps, nous avons alulé les longueurs d'onde d'absorption sur un modèle plusétendu du hromophore, qui est elui utilisé pour aluler les harges dans la partie III.2 et quiest représenté sur la �gure III.2.2.Calul sur le modèle HBDILes résultats des aluls de transitions vertiales pour les 4 premiers états exité du modèle HBDIdans sa géométrie optimisée sont présentés dans le tableau III.2.
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Fontionnelle B3LYP PBE0 CAM-B3LYP M062Xtransition Temps de alul 10min 11min 12min 17 min1 Energie (eV) 2.95 3.11 3.13 3.10
λ (nm) 420 398 396 399fore d'osillateur 0.00 1.02 1.08 1.072 Energie (eV) 3.06 3.24 3.73 3.50
λ (nm) 405 382 332 354fore d'osillateur 0.99 0.00 0.00 0.003 Energie (eV) 3.17 3.30 3.89 3.77
λ (nm) 391 376 319 329fore d'osillateur 0.00 0.00 0.00 0.004 Energie (eV) 3.60 3.89 4.25 4.03
λ (nm) 344 319 292 308fore d'osillateur 0.00 0.00 0.00 0.00Tab. III.2 � Transitions vertiales alulées pour les quatre premiers états exités du hromophoreHBDI selon la fontionnelle utilisée. En gras : fore d'osillateur di�érente de 0.Pour les 10 premières transitions, nous ne trouvons pour haque fontionnelle qu'un seul état pourlequel la fore d'osillateur est di�érente de zéro. Il s'agit du premier état pour les fontionnellesPBE0, CAM-B3LYP et M062X et du deuxième état pour la fontionnelle B3LYP. Les autrestransitions alulées sur le hromophore HBDI présentent toutes une fore d'osillateur égale à0 et sont don des transitions interdites.La transition assoiée à une fore d'osillateur non nulle orrespond à une transition HOMO-LUMO de type π-π∗.La longueur d'onde d'absorption alulée ave la méthode de la TD-DFT pour la seule transitiondont la fore d'osillateur n'est pas nulle est omprise entre 396 nm (CAM-B3LYP) et 405 nm(B3LYP). Pour rappel, la valeur de la longueur d'onde d'absorption expérimentale du hromo-phore est de 479 nm[75℄. C'est don la fontionnelle B3LYP qui donne le résultat le plus prohede la valeur expérimentale. Elle est également la fontionnelle ave laquelle le alul est le plusrapide.Calul sur le modèle étendu du hromophoreNous avons refait les mêmes aluls que préédemment, sur le modèle utilisé pour aluler lesharges du hromophore dans la partie III.2.Pour les extrémités du hromophore, nous avons utilisé les positions des atomes C et O dusquelette du résidu Phe61 (qui préède le hromophore) et N et H du résidu Asn63 (qui suit lehromophore). Pour saturer les extrémités du hromophore, nous avons ajouté des hydrogènes.La position de l'hydrogène C-terminal du hromophore à été hoisie le long de l'axe C-CA dePhe61 à une distane de 1 Å. Nous avons proédé de la même façon pour fermer la liaison NHdu résidu Asn63, en ajoutant un hydrogène le long de la liaison N-CA de Asn63.68



Les quatre premières transitions du hromophore alulées ave les quatre fontionnelles sontprésentées dans le tableau III.3.Fontionnelle B3LYP PBE0 CAM-B3LYP M062Xtransition Temps de alul 40min 1h15 1h20 1h301 Energie (eV) 2.90 2.99 3.05 3.03
λ (nm) 427 415 406 409fore d'osillateur 0.8 1.0 1.1 1.12 Energie (eV) 3.06 3.18 3.74 3.61
λ (nm) 405 390 331 343fore d'osillateur 0.0 0.0 0.0 0.03 Energie (eV) 3.19 3.45 3.92 3.70
λ (nm) 389 359 316 336fore d'osillateur 0.0 0.1 0.0 0.04 Energie (eV) 3.21 3.48 4.20 3.95
λ (nm) 386 356 295 314fore d'osillateur 0.2 0.0 0.0 0.0Tab. III.3 � Transitions vertiales alulées selon la fontionnelle utilisée. En gras : fores d'os-illateurs di�érentes de zéro.Ave les quatre fontionnelles, la première transition alulée est toujours elle qui présente laplus grande fore d'osillateur. La transition majoritaire est une transition π- π∗ entre la plushaute orbitale moléulaire oupée (HOMO) vers la première orbitale moléulaire non-oupée(LUMO) .Néanmoins, dans le as de B3LYP, on trouve que la quatrième transition présente une fored'osillateur non négligeable. Cette transition est majoritairement entre les orbitales HOMO etLUMO+1Pour e modèle étendu du hromophore (hromophore entier), les transitions alulées variententre 406 nm (pour CAM-B3LYP) et 427 nm (pour B3LYP), alors qu'elles étaient omprisesentre 396 et 405 nm dans le as du hromophore HBDI. La valeur expérimentale d'absorption duhromophore mesurée dans la protéine EosFP est de 506 nm[4℄. Les longueurs d'onde aluléesen utilisant le modèle de hromophore �entier� sont don plus prohes de la longueur d'ondeexpérimentale. En�n, omme pour le hromophore HBDI, 'est la fontionnelle B3LYP qui est àla fois la moins outeuse en temps de alul et la plus prohe de la valeur expérimentale.On voit que la transition HOMO −→LUMO implique une déloalisation des életrons depuis lesdeux yles du hromophores vers le pont.Les orbitales HOMO et LUMO sont représentées sur la �gure III.3.2.
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Fig. III.3.2 � Orbitales moléulaires HOMO (à gauhe) et LUMO (à droite) du hromophore deEosFP et IrisFP alulées en B3LYP/6-31+G(d). En rouge : isosurfae pour σ = 0.03. En vert :isosurfae pour σ = -0.03.L'introdution dans la partie quantique de la haîne latérale du résidu His62, inlus dans lehromophore (His, Tyr, Gly) permet de mieux prédire la polarisation des orbitales HOMO etLUMO même si elles ne sont pas développées sur les atomes de His62. Cei se traduit par undéplaement vers le rouge, et un meilleur aord ave l'expériene. Ces résultats sont similairesà eux obtenus dans l'étude de Imhof [67℄. Au vue des résultats obtenus, nous avons retenu lafontionnelle B3LYP, ave la base 6-31+G(d). Pour le modèle du hromophore, bien que pluslong à aluler, le hromophore entier permet d'obtenir des résultats plus prohes des valeursexpérimentales. C'est don elui que nous avons retenu. En�n, nous avons restreint le alul aux4 premiers états exités.Constrution du spetre d'absorptionNous avons extrait 1000 on�gurations des dynamiques moléulaires de l'état S0. Sur ette sériede géométries, nous avons alulé les transitions vers les quatre premiers états exités, ainsi queles fores d'osillateurs assoiées à es transitions.A partir des résultats, nous avons onstruit le spetre omme une somme de fontions gaus-siennes : S(λ) = ∑1000
c=1

∑4
i=1 fc,i exp(−(λ−λc,i)

2

2σ2 )où σ est la largeur de la gaussienne, fc,i la fore d'osillateur assoiée à la transition i de lagéométrie de la on�guration , λc,i la longueur d'onde assoiée à la transition i de la on�gura-tion . Nous avons hoisi σ = 3 nm ar ette largeur représente la largeur naturelle d'une raied'absorption.Pour déterminer l'e�et de l'environnement életrostatique de la protéine sur le spetre d'absorp-tion, nous avons e�etué deux types de alul. 70



Dans le premier, nous avons réalisé le alul quantique TD-DFT sur le modèle étendu du hro-mophore (hromophore �entier�) isolé sur 300 géométries extraites des dynamiques moléulaires.Dans le seond, nous avons e�etué le alul quantique TD-DFT sur le même modèle de hro-mophore inlus dans le nuage des harges pontuelles des autres atomes de la protéine et desmoléules d'eau. Les spetres ont été déterminés à partir de 1000 on�gurations. Les hargesutilisées sont les harges du hamp de foreAmber ��99�. Les atomes CA des résidus Phe61 etAsn63, qui ont été remplaés par des hydrogènes dans la partie quantique, ont été retirés. Demême les hydrogènes portés par es atomes (HA1) ont également été retirés du nuage. La hargetotale du système (partie quantique + harges pontuelles) est légérement di�érente de 0. Pourorriger ela, nous avons modi�é les harges pontuelles des atomes de Phe61 et Asn63 inlusesdans le hamp des harges pour que leurs sommes soient nulles.En omparant les spetres obtenus dans le hamp des harges de la protéine ave elui sansles harges, nous pouvons estimer l'e�et életrostatique de la protéine sur les longueurs d'onded'absorption. De plus, pour déterminer si la moléule d'eau prohe du hromophore joue un r�lesur le spetre, nous avons réalisé les aluls sur les deux types de monomères.III.3.2 Spetres de EosFPMonomère ave Wat309Les spetres d'absorption que nous obtenons pour le monomère ave la moléule d'eau Wat309sont présentés sur la �gure. III.3.3.
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Fig. III.3.3 � Spetres d'absorption théorique du monomère de EosFP ave Wat309. En noir :dans le nuage des harges. En rouge : sans le nuage des harges.Sans le nuage des harges (spetre en rouge), on trouve un maximum d'émission à 448 nm, ainsiqu'un pi seondaire autour de 410 nm. La largeur à mi-hauteur est de 32 nm. Cette largeur71



provient de la variété des onformations adoptées par le hromophore dans la simulation deEosFP à l'état fondamental.Dans le hamp des harges (spetre en noir), on trouve le maximum d'émission à 425 nm et lalargeur à mi-hauteur est de 26 nm. Le deuxième pi d'absorption à 410 nm n'est pas retrouvé.Que e soit ave ou sans harge, l'épaulement à 476 nm n'est jamais retrouvé.L'e�et életrostatique de la protéine se traduit d'une part par une rédution de la largeur à mihauteur et d'autre part par un déalage vers le bleu, e qui a également été obtenu dans lesspetres alulés dans d'autres protéines �uoresentes[67, 70℄.Expérimentalement le spetre d'absorption dans la protéine est déplaé vers le rouge par rap-port au spetre du hromophore isolé. Le désaord sur le sens du déplaement de la banded'absorption du hromophore entre le spetre alulé et le spetre expérimental peut être lié àl'absene des e�ets de polarisation, omme l'ont montré Daday et al[76℄ et/ou à la néessité deprendre en ompte dans la partie quantique des résidus en liaison hydrogène ave le hromo-phore. Dans l'étude de Imhof[67℄, l'auteur montre que l'augmentation de la taille de la partiequantique entraîne un déplaement vers le rouge du spetre d'absorption alulé. L'épaulementobservé à 476 nm a été interprété par l'auteur omme lié à la présene d'une forme zwitterioniquedu hromophore ou à la struture vibronique.Monomère sans Wat309.Les spetres d'absorption du monomère de EosFP sans Wat309 sont représentés sur la �gureIII.3.4.
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Les aluls dans le nuage des harges de la protéine (en noir) donnent un maximum d'émissionà 426 nm et une largeur à mi hauteur de 25 nm.Comme dans le as du monomère ave la moléule d'eau Wat309, la prise en ompte de l'envi-ronnement életrostatique de la protéine entraine un déalage du spetre vers le bleu.Les résultats sans la moléule d'eau Wat309 sont très similaires aux aluls ave la moléuled'eau Wat309.Conlusion sur les spetres de EosFP.On peut onsidérer que la prise en ompte de la moléule d'eau Wat309 uniquement par sesharges dans l'e�et életrostatique de la protéine est insu�sante et qu'une meilleure desriptionserait possible en l'inluant dans la partie quantique ave le hromophore.Cela étant, ompte tenu des très faibles modi�ations du réseau de liaison hydrogène et de lasimilarité des spetres ave et sans la moléule d'eau Wat309, il semble que elle-i n'ait pas unein�uene majeure sur la dynamique de l'environnement du hromophore au sein de EosFP. Ceipeut orrespondre au fait que dans la protéine in-vivo omme dans la struture ristallographique,ertaines protéines inluent la moléule d'eau Wat309 et d'autres pas.III.4 Dynamiques de l'état exité de EosFPIII.4.1 R�le de la moléule d'eau sur la dynamique interne du hromophoreà l'état exitéNous avons réalisé des dynamiques de la protéine EosFP à l'état exité, ave et sans la moléuled'eau Wat309.Pour laner es dynamiques, nous avons utilisé omme points de départ des snapshots extraitsde la simulation à l'état fondamental réalisée dans la partie IV.2.Pour réaliser des dynamiques de EosFP ave le hromophore à l'état exité, nous utilisons lepotentiel NADiA, développé préédemment dans l'équipe[20℄. Ce potentiel a pour but de dérirela surfae d'énergie potentielle du hromophore dans son premier état exité singulet de spin. Ila été alibré sur des aluls quantiques et est dérit par une somme de produit de sinus et deosinus de multiples des deux angles ϕ et τ . La surfae de potentiel dérite par le potentiel estreprésentée sur la �gure III.4.1.
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Fig. III.4.1 � Surfae de Potentiel de NADiA en fontion des angles ϕ et τ (en degrés). En bleu :puits de potentiel. En rouge barrière de potentiel.Nous avons réalisé 120 dynamiques de 2 ns issues de 120 points de départ di�érents pour haquemonomère (ave ou sans Wat309).Dans es dynamiques, nous avons sauvegardé les géométries toutes les 2 pioseondes. Pour avoirune desription plus préise de l'état de torsion du hromophore, les valeurs prises par les anglesde torsions ϕ et τ sont sauvegardées toutes les 20 fs.Pour rappel, il y a à l'état exité deux phénomènes en onurrene pour que le hromophoreretourne à l'état fondamental :- La onversion radiative, 'est-à-dire l'émission de �uoresene. Pour e faire, le hromophoredoit être dans une géométrie quasi-plane.- La onversion non radiative. Pour ela le hromophore doit atteindre une géométrie twistée danslaquelle soit τ soit ϕ prend une valeur prohe de ±90° pendant que l'autre angle reste prohede 0°. Nous pouvons dérire quatre zones de onversion interne : (τ = 90°, ϕ = 0°) ; (τ = -90°,
ϕ = 0°) ; (τ = 0°, ϕ = 90°) et (τ = 0°, ϕ = -90°). Par la suite, les torsions seront nommées enfontion de l'angle twisté et de son signe. Ainsi, une torsion (τ= -90, ϕ= 0°) sera nommée τ <0.En omparant la dynamique du hromophore à l'état exité dans les deux monomères, nousallons déterminer si la moléule d'eau Wat309 joue un r�le dans les propriétés d'émission de laprotéine.Nous avons étudié le temps moyen d'ourene de la première torsion et la nature de ette torsion.74



Le tableau III.4 présente les statistiques de torsion du hromophore à l'état exité dans lesdynamiques ave ou sans moléule d'eau.Ave Wat309 Sans Wat309torsion τ > 0 τ < 0 ϕ > 0 ϕ < 0 auune τ > 0 τ < 0 ϕ > 0 ϕ < 0 auunenombre dedynamiques 25 14 21 50 11 4 29 4 83 0temps moyen (ps) 435 430 400 261 / 93 49 10 38 /Tab. III.4 � Torsions du hromophore observées dans les 120 dynamiques de 2 ns à l'état exité.Temps moyen où les di�érentes torsions sont observées.En omparant les dynamiques e�etuées ave ou sans Wat309, on remarque que :- Dans le as du monomère sans la moléule d'eau Wat309, il n'y a auune dynamique où lehromophore reste plan pendant toute la durée de la simulation. Dans le as du monomère avela moléule d'eau Wat309, on trouve 11 dynamiques où le hromophore reste plan pendant toutela durée de la simulation.- Le temps moyen de première torsion est trouvé quatre fois plus rapide dans les dynamiquessans la moléule d'eau Wat309 que dans elles ave.On voit que la présene de la moléule d'eau Wat309, en liaison hydrogène ave l'oxygène del'imidazolinone du hromophore, a un e�et très net sur la dynamique du hromophore à l'étatexité. Lorsqu'elle est présente, les torsions du hromophore sont beauoup plus fortement inhi-bées que lorsqu'elle ne l'est pas. Lorsqu'elle n'est pas présente, es torsions se produisent toutesavant 100 ps, aboutissant à une �uoresene très faible puisque le hromophore twisté n'est pas�uoresent. Cei est en fort désaord ave les propriétés expérimentales de EosFP aratérisépar un rendement quantique de �uoresene de 0.7 [4℄ et un temps de vie de �uoresene de3.0 ns [36℄.La suite de l'étude a don été e�etuée uniquement sur le monomère où Wat309 est présente.Nous avons prolongé es dynamiques, pour porter le temps total de haque simulation à 6 ns.Nous disposons don de 120 dynamiques de 6 ns de la protéine EosFP ave le hromophore àl'état exité.III.4.2 Analyse des dynamiques de l'état exitéNous avons extrait des dynamiques les valeurs prises par les angles τ et ϕ toutes les 20 fs et nousavons ainsi 36 millions de �snapshots� des valeurs de τ et ϕ espaés de 20 fs.Le long de nos dynamiques, on trouve que le hromophore est su�samment libre pour e�etuerdes rotations omplètes le long de l'angle ϕ. Ces résultats peuvent venir du fait que, dans nos dy-namiques, le hromophore est inapable de retourner à l'état fondamental. Une rotation omplètele long d'un angle implique de passer dans des géométries où le hromophore peut e�etuer desonversions internes. Par la suite, nous ne nous intéresserons qu'aux géométries du hromophoreoù e dernier n'a pas e�etué de rotation omplète.75



Nous n'observons par ontre pas de rotation omplète suivant l'angle τ .Nous avons extrait une géométrie sur 1000 parmi les 36 millions de géométries et nous avonssuperposé les points représentants es snapshots à la surfae d'énergie potentielle NADiA sur la�gure III.4.2.
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quatre bassins des géométries twistées entrés sur τ = ±90° , ϕ = 0° et τ = 0°, et ϕ = ±90°.La protéine empêhe fortement les twists suivant ϕ, elle autorise les twists suivant τ , mais trèsrarement jusqu'au fond des puits. Par ailleurs, elle ontraint fréquemment le hromophore dansles zones ou les deux angles du hromophore présentent une torsion marquée. Dans la première,l'angle ϕ est prohe de -90° et l'angle τ est prohe de 45° et dans la deuxième, ϕ est prohe de90°, et τ est prohe de 45°. Ces deux zones ne sont pas des bassins d'énergie du hromophoreisolé. Lorsque le hromophore est dans es zones, ses fores internes qui tendent à le faire tourneret les fores exerées par la protéine qui l'en empèhent, s'équilibrent.Les zones de Hula-Twist (valeurs absolues de τ et ϕ prohes de 90°) ne sont pas peuplées.Nous avons évalué le rendement quantique φfluo et le temps de vie τfluo de �uoresene par deuxméthodes : l'une utilise diretement les valeurs de τ et ϕ enregistrées le long des 120 dynamiques(méthode de �l'intégration direte�). Dans l'autre, nous avons déterminé des onstantes de vitessede passage entre les di�érentes zones visitées par le hromophore et résolu l'équation inétiquede l'évolution des populations de es zones (méthode du �shéma inétique�).III.5 Intégration diretePour haune des 120 dynamiques de 6 ns à l'état exité S1, à partir des snapshots ϕ et τ enregis-trés tous les δt = 20 fs, on évalue pour haque snapshot la probabilité pour que le hromophoresubisse une onversion vers l'état fondamental S0, radiative ou non radiative, pendant l'intervallede temps entre les deux snapsthots (δt).Pour aluler es probabilités, on utilise le modèle mis au point réemment dans l'équipe pour laGFP[77℄. Dans e modèle, la onversion radiative a lieu dans une zone délimitée par une ellipseentrée sur ϕ = 0° et τ = 0°, ave un grand axe de 40°, un petit axe de 22°, un angle de -45°entre le grand axe et l'axe ϕ et ave une vitesse kr=0.22 ns−1[77℄ (en vert sur la �gure III.5.1).La onversion non radiative a lieu dans quatre zones délimitées par des erles de rayon de 10°entrés sur les points (τ= ±90°, ϕ = 0° ) et (τ = 0°, ϕ= ± 90°), ave une onstante de vitessede 8.0 ns−1 (en noir sur la �gure III.5.1). En dehors de es zones il n'y a pas de onversion versl'état fondamental. Ce hoix est fait d'après les études de dynamiques non Born-Oppenheimerfaites sur le hromophore isolé par Olsen et al [53℄ Ces zones sont présentées sur la �gure III.5.1.
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Fig. III.5.1 � Zones dans lesquelles la probabilité de désexitation est di�érente de 0. En tiretvert : zone de �uoresene. En tiret noir : zones de onversion interne.
Pour une trajetoire, on note S1 la population de l'état exité. Sa valeur initiale vaut 1 : S1(0)= 1.En fontion de la zone où se trouve le hromophore, on alule la proportion de population quiretourne à l'état fondamental.Au snapshot, isnap, nous avons don 3 as de �gures :1- S'il est dans la zone de �uoresene (ellipse verte), on a alors :
S1(isnap + 1)= S1(isnap)− S1(isnap).kr.δtet le nombre de photon émis est :
δnph(isnap) = S1(isnap).kr.δtRemarque : ii, δnph est inférieur à 1, et doit don être interprété omme une proportion dephoton émis, le nombre initial de photon absorbé étant 1.2- S'il est dans une zone de onversion non radiative (erles noirs)
S1(isnap + 1)= S1(isnap)− S1(isnap).knr.δt3- S'il n'est dans auune zone.
S1(isnap + 1)= S1(isnap)ou δt est l'intervalle de temps entre les deux snapshots, kr la onstante de vitesse de onversionradiative et knr la onstante de vitesse de onversion non radiative.Calul de φfluo et τfluo :On a don :

φfluo =
∞

∑

isnap=1

(δnph(isnap))Et : 78



τfluo =

∞
∑

isnap=1

(δnph(isnap) ∗ isnap ∗ δt)

∞
∑

isnap=1

δnph(isnap)Ii, nous avons des trajetoires de 6 ns. Ces 6 ns représente 2 fois le temps de vie de �uoreseneexpérimental de la protéine EosFP. Nous avons don estimé que nous obtenons une approximationorrete de φfluo et τfluo en utilisant les sommes tronquées à 6 ns (don 300000 snapshots).Nous avons don alulé le rendement quantique de �uoresene et le temps de vie de �uoresenesur toutes nos trajetoires. Les résultats lassés par rendements quantiques roissants sont donnéssur la �gure III.5.2 (en haut) et par temps de vie de �uoresene roissants (�gure III.5.2 en bas).
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On peut également observer que, quand une dynamique présente un temps de vie de �uoreseneimportant, le rendement quantique de �uoresene a tendane à être important aussi, aux os-illations près. De même, si on prend un temps de vie de �uoresene important, le rendementquantique de �uoresene est généralement grand également.A l'aide de es graphiques, on voit que nous avons 3 as de �gure possibles :1 - Les situations dans lesquels le rendement quantique de �uoresene est faible et le temps devie de �uoresene aussi.2 - Celles où le rendement quantique de la simulation est élevé et le temps de vie de �uoreseneaussi.3 - Des simulations où le rendement quantique est faible, mais le temps de vie de �uoreseneest important.Nous avons hoisi 3 dynamiques parmi les 120 orrespondant haune à l'un des as. Pourhaune, nous avons représenté les zones visitées par le hromophore et alulé le délin de�uoresene, 'est-à-dire le nombre de photon émis par unité de temps en fontion de temps. Cesrésultats sont présentés sur la �gure III.5.3.
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Fig. III.5.3 � Représentation des trois as de �gure. En haut : as de �gure 1. Au milieu : asde �gure 2. En bas : as de �gure 3. A gauhe : zones visitées pendant la dynamique. A droite :délin de �uoresene assoié. 82



Sur ette �gure, on peut voir que dans le as 1 (τfluo et φfluo faibles), le hromophore n'est presquejamais dans la zone de �uoresene. En analysant le délin de �uoresene, on peut voir que lehromophore émet des photons seulement dans les temps très ourts. Dans ette dynamique, lehromophore a don quitté la zone de �uoresene dès le début de la simulation, et n'y est jamaisretourné. Le hromophore visite des zones de twists ouplés de ϕ et τ (ϕ = ±90°et τ = 45°). Poures géométries, dans notre modèle, la onversion interne ne se produit pas mais la �uoresene nonplus. Le hromophore visite également la zone de onversion interne τ >0. De e fait, on trouveun rendement quantique de �uoresene très faible (0.001), et le temps de vie de �uoresene esttrès petit (0.004 ns).Dans le as de �gure 2 (τfluo et φfluo importants), on peut voir que le hromophore ne visite pasd'autres zones que elle de �uoresene. On peut don voir que l'émission de photon se fait toutau long de la simulation. Nous avons don un rendement quantique de �uoresene important(0.65) et un temps de vie de �uoresene long (2.6 ns).En�n, dans le troisième as de �gure (τfluo important et φfluo faible), le hromophore ne setrouve pas dans la zone de �uoresene, mais seulement dans les zones de onversion interne
τ > 0 et τ < 0. Néanmoins, en observant le délin de �uoresene, on peut voir qu'il y a des pisoasionnels. De temps en temps, le hromophore adopte don une géométrie plane, qui permetun peu de �uoresene. On trouve don un rendement quantique très faible (0.0005), mais untemps de vie de �uoresene long (1.2 ns).Les notions de φfluo et τfluo néessitent une statistique sur un nombre important de dynamiques,mais ette analyse trajetoire par trajetoire permet de voir des pro�ls très di�érents.La �gure III.5.4 représente le nombre umulé de photons émis en fontion du temps moyennésur les 120 dynamiques et le délin de la population de l'état exité de EosFP moyenné sur les120 dynamiques.
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simulation, on trouve environ 30% de la population qui est toujours à l'état exité. On peutremarquer que le nombre de onversion radiative semble avoir atteint sa limite.Pour rappel, le rendement quantique déterminé expérimentalement vaut 0.7, et le temps de viede �uoresene vaut 3.0 ns.Le rendement quantique de �uoresene ainsi que le temps de vie de �uoresene alulée sontdon dans le même ordre de grandeur que les valeurs mesurées expérimentalement, mais epen-dant nettement trop petits.Dans l'étude qui a permis de déterminer les valeurs de kr et knr[77℄, l'inertitude sur la valeur deknr est grande. Pour évaluer l'impat de la valeur de knr sur le rendement quantique et le tempsde vie de �uoresene, nous avons fait varier la valeur de knr entre 8.0 ns−1 et 0.2 ns−1La �gure III.5.5 présente l'évolution de es deux grandeurs, en fontion de la valeur de knr.
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III.6 Shéma inétiqueDans la partie III.4.2, nous avons montré que le hromophore visite les géométries (ϕ et τ) demanière très inégale ertaines zones étant très peuplées et d'autres pas du tout. Pour mieuxreprésenter ela, nous avons quadrillé l'espae τ , ϕ en arrés de 1° et dénombré le nombre desnapshots situés dans haque arré. Cei nous permet d'obtenir une densité de population par(degré)2 en fontion de τ et ϕ. Cette densité, normalisée pour que la somme des densités soitégale à 1, est présentée sur la �gure III.6.1,.On voit sur ette �gure que le hromophore visite prinipalement 5 zones : une zone prohe dela géométrie plane (que nous noterons ZF luo), deux zones dans lesquels il est fortement twistésuivant l'angle τ dans le sens positif (notée Zτp) ou négatif (notée Zτn) et deux zones où il estfortement twisté suivant ϕ, mais ave des valeurs de τ importantes (Zdark1 et Zdark2).On retrouve 68% des géométries dans es 5 zones. Dans les 32% de géométries restantes, lehromophore est en dehors des zones. Cela montre que les zones sont assez �oues. Cela est pro-bablement dû aux e�ets de la dynamique sur le hromophore. La dynamique de l'environnementdu hromophore modi�e les énergies d'interation entre le hromophore et les résidus voisins,e qui peut ompenser ou renforer des éarts d'énergie de la surfae d'énergie potentielle duhromophore exité.
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La �gure III.6.2 présente les zones visitées par le hromophore ainsi que les zones de onversion.
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r en multipliant la valeur de kr utiliséedans la partie III.5 (kr = 0.22 ns−1) par la proportion de la population Zfluo qui appartient àla zone Cfluo. Dans le shéma inétique, le délin de la population de Zfluo par la voie radiativesera don a�eté de la onstante de vitesse e�etive k∗

r . On trouve que k∗

r vaut 0.19 ns−1.De la même façon, la zone Zτpne oïnide pas ave la zone de onversion non radiative Cτp . Seuleune petite partie de Zτp appartient à Cτp . Nous avons déterminé une onstante de vitesse e�etivede la même façon que pour la �uoresene. A partir de la valeur de knr utilisée préédemment86



(8.0 ns−1[77℄), nous obtenons k∗

nr−τp= 1.22 ns−1. Proédant de même pour la zone Zτn , nousobtenons k∗

nr−τn= 1.85 ns−1.Constantes de vitesse de passage entre les zones.Nous alulons la vitesse de passage ka−b de la zone a vers la zone b de la façon suivante :
ka−b =

na−b

Fa.T
(III.6.1)Les grandeurs na−b et Fa sont tirées de l'ensemble de nos dynamiques, de durée totale T=720 ns.La grandeur na−b est le nombre de passages de a vers b observés pendant es dynamiques et Faest le pourentage de temps passé dans la zone a (nombre en rouge sur la �gure III.6.3). Cetteformule s'explique ainsi : le hromophore réside dans la zone a pendant le temps Fa.T , pendante temps, il e�etue na−b passage vers la zone b. La vitesse de passage de a vers b est don lerapport na−b

Fa.T
.Les valeurs de Fa, na−b ainsi que elles de ka−b ainsi obtenues sont données dans la �gure III.6.3.
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Fig. III.6.3 � Représentation des éhanges entre les zones pendant les dynamiques de duréetotale 720 ns. En haut : nombre de onversions. En bas : vitesse de réation (en ns−1). En rouge :pourentage de géométrie trouvé dans la zone.Sur ette �gure, on peut voir que :Premièrement, le nombre de passages d'une zone à une autre est toujours très prohe de elui deretour.Deuxièmement, les onversions les plus nombreuses sont entre les zones ZF luo et ZDark1. Ceimontre que le hromophore est apable d'adopter des géométries partiellement twistées assezrapidement et don que l'environnement n'est pas assez rigide pour maintenir le hromophoredans une géométrie plane. Dans un deuxième temps, les nombreux retours vers la zone ZF luomontrent que le hromophore n'est pas non plus stabilisé dans la zone ZDark1. Les vitesses de88



passage vers les zones de onversion non radiative sont elles beauoup plus lentes.Troisièmement, on peut voir que les éhanges entre les zones ZDark1 et Zτp sont plus nombreuxque les éhanges entre les zones ZF luo et Zτp. De plus, les éhanges entre les zones ZDark1 et Zτnainsi que eux entre la zone ZDark2 vers la zone Zτn ne sont pas négligeables. Les zones ZDark1 et
ZDark2 peuvent don servir d'intermédiaire pour atteindre des zones de onversion non radiative.En�n, le nombre de passages entre les zones ZDark1 et ZDark2, Zτn et Zτp et les zones ZDark2et Zτp sont prohes de 0, et les vitesses de réation alulées à partir de es onversions sontinférieures à 0.1 ns−1. Nous avons don négligé es réations.Matrie de l'évolution des populations du hromophoreA partir des vitesses de réations déterminées préédemment, on peut érire l'évolution temporelledes populations des di�érentes zones sous forme matriielle :

[A][S] = ˙[S]ave A ou 'matrie inétique' est une matrie dépendant des vitesses de réation, déterminée parl'équation III.6.1. S le veteur olonne des populations, et Ṡ le veteur olonne des dérivées dees populations par rapport au temps.La matrie A est donnée sur le tableau III.5.
S1 F luo S1 Dark1 S1 τp S1 τn S1 Dark2 S0 fluo S0 τp S0 τn

S1 F luo −
∑

dep F luo kDark1−F luo kτp−F luo kτn−F luo kDark2−F luo 0 0 0

S1 Dark1 kF luo−Dark1 −
∑

dep Dark1 kτp−Dark1 kτn−Dark1 0 0 0 0

S1 τp kF luo−τn kDark1−τp −
∑

dep τp 0 0 0 0 0

S1 τn kF luo−τn kDark1−τn 0 −
∑

dep τn kDark2−τn 0 0 0

S1 Dark2 kF luo−Dark2 0 0 kτn−Dark2 −
∑

dep Dark2 0 0 0

S0 F luo k∗

r 0 0 0 0 0 0 0
S0 τp 0 0 k∗

nr−τp 0 0 0 0 0

S0 τn 0 0 0 k∗

nr−τn 0 0 0 0Tab. III.5 � Matrie inétique régissant l'évolution des populations.ave :
∑

dep fluo = kF luo−Dark1 + kF luo−τp + kF luo−τn +kF luo−Dark2 + k∗

r

∑

dep dark1= kDark1−F luo + kDark1−τp+kDark1−τn

∑

dep τp = kτp−F luo + kτp−Dark1 + kτp−Dark2+k∗

nr−τp

∑

dep τn = kτn−F luo + kτn−Dark1 + kτn−Dark2+ k∗

nr−τn

∑

dep dark2= kDark2−F luo + kDark2−τn 89



Nous notons S0F luo la population de hromophore à l'état fondamental par onversion radiative,
S0 τp la population de hromophore par onversion non radiative depuis la zone Zτp et S0 τn elleobtenue par onversion interne depuis la zone Zτn.La forme expliite d'évolution de la population de la zone ZF luo est par exemple :

dS1 fluo

dt
= −(kF luo−Dark1 + kF luo−τp + kF luo−τn + kF luo−Dark2 + k∗

r).S1 F luo

+kτp−F luo.S1 τp + kτn−F luo.S1 τn + kDark2−F luo.S1 dark2Les formes expliites pour haque zone sont données dans l'annexe B1.Ce système d'équation permet d'exprimer les populations en fontion du temps sous forme deombinaisons linéaires des fontions propres de la matrie A et d'une exponentielle : exp(λpt) oùles λp sont les valeurs propres de la matrie A :
Ṡi =

∑

j

Ai,j .Sj

Si(t) =
∑

p

dp.
∑

j

Cj,p.exp(λpt)

=
∑

p



dp.
∑

j

Cj,p



 .exp(λpt)

dp sont des oe�ients déterminés à l'aide des onditions initiales. Les valeurs propres et lesveteurs propres ont été ii déterminés numériquement.Résultats :La �gure III.6.4 présente l'évolution des populations des di�érentes zones ainsi obtenues enfontion du temps.

90



0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
temps (ns)

0,2

0,4

0,6

0,8

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
temps (ps)

0,001

0,01

0,1

1

Fig. III.6.4 � Evolution des populations du hromophore en fontion du temps (ns). En haut :durant 4 ns. En bas : zoom sur les temps ourts en ehelle logarithmique. En pointillé : asymptotede S0F luo (en vert) et de S0 nr (en jaune). S0 nr est la somme des onversions (S0 τp et S0 τn) nonradiative possible (onversion non radiative par les zones Zτp et Zτn).Sur la �gure du haut, on peut voir que dans un premier temps, un équilibre très rapide s'installeentre les zones ZDark1 et ZF luo. Dans un deuxième temps, les géométries évoluent vers les zones
Zτp, Zτn et ZDark2.L'extrapolation de la valeur de S0 F luo à l'in�ni, nous donne la valeur du rendement quantiquede �uoresene de EosFP. On trouve que φfluo vaut 0.1.Le temps de vie de �uoresene est alulé omme :
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Ave kr la onstante de vitesse de onversion radiative, Ck un oe�ient numérique déterminé àpartir des fontions propres de la matrie A et des onditions initiales de la inétique. Et les λksont les valeurs propres de la matrie A, supposées réelles et négatives.On trouve que τ fluo vaut 1.6 ns.Ces résultats sont prohes de eux obtenus ave la méthode de l'intégration direte (φ=0.14 et
τfluo=1.9 ns).Sur la �gure III.6.4, en bas, nous présentons l'évolution des populations en éhelle logarithmiquedurant les 100 premières pioseondes. Sur ette �gure, on peut voir que durant les 5 premièrespioseondes, le délin de la zone ZF luo n'est pas monoexponentielle. Cei traduit le fait qu'unéquilibre très rapide s'établit entre les zones ZF luo et ZDark1, qui domine dans les 5 premièrespioseondes.Comme pour le modèle de l'intégration direte, nous avons fait varier les valeurs de knr entre0.2 ns−1 et 8.0 ns−1.Les valeurs obtenues pour φ et τfluo en fontion de la valeur de knr sont présentées sur la �gureIII.6.5.
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De même, pour prédire un temps de vie de �uoresene prohe de la valeur expérimentale, ilfaut une valeur de knr de 4.0 ns−1 . Ave ette valeur on obtient un rendement quantique de�uoresene de 0.18, au lieu de la valeur de 0.7 mesurée expérimentalement.Pour obtenir de meilleurs résultats ave e modèle, il faudrait prendre en ompte les onversionsnon radiatives qui peuvent avoir lieu depuis les zones ou l'angle ϕ est prohe de 90° et τ prohede 0°, que nous avons négligées ii. De plus, il faudrait une meilleure dé�nition des zones où laonversion interne est possible. Il est possible également que la prise en ompte des on�gurationsen dehors des zones ii utilisées modi�ent les onstantes d'équilibre.III.7 Conlusion du hapitreDans e hapitre, nous avons analysé la dynamique du hromophore, son réseau de liaison hy-drogène à l'état fondamental ainsi que les spetres d'absorption pour les deux types de struturede la protéine EosFP aratérisées par ristallographie. Ces résultats ne montrent pas de r�lespéi�que de la moléule d'eau Wat309 qui di�érenie les deux strutures dans l'environnementdu hromophore .La dynamique du hromophore à l'état exité dans EosFP apparaît beauoup plus sensible à laprésene de la moléule d'eau.L'étude détaillée de la dynamique à l'état exité nous a permis d'identi�er une surfae d'énergieomplexe omportant des on�gurations partiellement twistées, quali�ées d'états noirs.Nous obtenons une estimation du rendement quantique et du temps de vie de �uoresene pardeux méthodes di�érentes.D'une part nous avons e�etué une intégration direte le long des trajetoires. Grâe à l'analyse de3 trajetoires partiulières par ette méthode, nous avons montré des omportements dynamiquestrès di�érents du hromophore, aratérisés par des ontributions très di�érentes au temps devie moyen et au rendement quantique moyen.D'autre part, nous avons estimé le rendement quantique et le temps de vie de �uoresene enétablissant un shéma inétique. Les résultats obtenus ont un ordre de grandeur orret, sansreproduire préisemment les données expérimentales. Tous les résultats sont rappelés dans letableau III.6.
φfluo τfluo(ns)intégration direte 0.14 1.7shéma inétique 0.1 1.9Valeurs expérimentales 0.70[78℄ 3.0[36℄Tab. III.6 � Comparaison des résultats obtenus ave les di�érentes méthodes.
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Ces éarts sont probablement dus à une statistique insu�sante, aux approximations dans ladesription des proessus de hangements d'états életroniques ainsi qu'à l'absene des e�ets depolarisation. Cependant, la mise au point de méthodes d'analyse de la dynamique omplexe duhromophore au sein d'une protéine par intégration direte ou par un shéma inétique onstitueune avanée par rapport aux approhes préédemment utilisées dans l'équipe.
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Chapitre IV
Conlusion Générale
Au ours de ette thèse, nous avons utilisé des outils théoriques di�érents (dynamiques moléu-laires et aluls quantiques) dans le but de mieux dérire les propriétés photophysiques de deuxprotéines �uoresentes, Padron et EosFP.Sur la protéine Padron, nous avons étudié la apaité du hromophore à se protoner au ours duproessus d'isomérisation is → trans. Nous avons montré à travers son a�nité protonique, que laprotonation était moins probable dans les géométries twistées en τ que dans les géométries planesis ou trans du hromophore. De plus, nous avons montré que malgré la liaison hydrogène qui estfréquemment établie entre le résidu Tyr159 et le hromophore, y ompris lors de l'isomérisation,la protonation du hromophore ne se faisait pas par e résidu ou alors de façon très minoritaire.En�n, nous avons mis en évidene que sous sa forme is, le hromophore est relié au solvant viaun réseau de moléules d'eau qui passe par le left.Pour approfondir ette étude, il faudrait don herher à déterminer si le long de es hemins demoléules d'eau, un transfert de proton partant du solvant et aboutissant au hromophore estpossible.Sur la protéine EosFP, nous avons analysé l'impat d'une moléule d'eau prohe de l'oxygènede l'imidazolinone du hromophore sur la dynamique du hromophore d'une part à l'état fon-damental et d'autre part à l'état exité. A l'état fondamental, nous n'avons pas pu mettre enévidene le r�le de ette moléule d'eau, que e soit sur le réseau de liaison hydrogène, ou surle spetre d'absorption de EosFP. A l'état exité par ontre, les dynamiques réalisées sans lamoléule d'eau présentent une torsion beauoup plus rapide du hromophore.A partir des dynamiques de l'état exité du hromophore de EosFP, nous avons utilisé deuxapprohes pour aluler le rendement quantique de �uoresene et le temps de vie de �uoresenede la protéine. Soit par intégration direte le long des trajetoires, soit en dé�nissant un ensemble"d'espèes" à l'état exité et à l'état fondamental. Nos deux modèles donnent des résultats enaord qualitatif ave l'expériene.Deux axes sont envisagés pour améliorer ette étude. D'une part travailler ave un ensemble detrajetoires plus important pour améliorer la desription statistique et d'autre part préiser la95



desription des zones de onversion radiative et non radiative, à la fois au niveau de la dé�nitiongéométrique de la zone et des valeurs des onstantes kr et knr en leur sein.Plus généralement, les travaux menés dans ette thèse renforent l'idée que que la dynamique duhromophore à l'état fondamental omme à l'état exité au sein des protéines �uoresentes estomplexe, fortement dépendante de l'environnement et de la dynamique globale de la protéine.Les desriptions du proessus d'isomérisation trans→is du hromophore ou de la dynamique duhromophore à l'état exité posent le problème des oordonnées de réation à l'ation bien plusomplexe que les seules torsions τ et ϕ. L'étude des protéines �uoresentes implique l'analysede nombreuses trajetoires de dynamique moléulaire mais aussi des desriptions �nes de lastruture et des proessus életroniques pour onduire à des résultats quantitatifs.
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Annexe A
Dynamiques moléulaires
A.1 Protoole de minimisation et de mise à l'équilibreUne fois déterminé les hamps de fore des résidus non standard, et la protonation des histidines,nous avons lané des minimisations et une mise à l'équilibre du système. La minimisation del'énergie est néessaire pour éviter les problèmes d'enombrement stérique ausé par l'ajoutautomatique des hydrogènes et des moléules d'eau. En e�et, omme préisé pour les histidines,les positions des atomes d'hydrogène sont inonnues dans la struture issue de la ristallographie.Il faut don les ajouter. Pour ela, nous avons utilisé le programe LEAP, de la suite AMBER,a�n d'ajouter les atomes d'hydrogène de la protéine, ainsi que les moléules d'eau de la boîte.Les minimisations ont été réalisées sur 5000 pas en ombinant deux méthodes. Les 4000 premierspas sont e�etués en steepest-desent, et les 1000 derniers en gradient onjugué. Nous avonsréalisé trois minimisations suessives.� Dans la première, on minimise l'énergie par rapport aux positions des hydrogènes de la protéine.Le reste des atomes restant �xe.� Dans la deuxième, on minimise l'énergie par rapport aux positions des moléules d'eau.� En�n, dans la troisième on minimise l'énergie par rapport à tous les atomes du système.Après es trois minimisations, nous obtenons une struture de la protéine qui ontient tous lesatomes et qui présente une struture stable. Nous avons ensuite relaxé ette struture ave leprotoole suivant :� On ommene par une montée en température du système. Cette étape s'e�etue à volume,nombre d'atome onstant et température (NVT), et l'intégralité des atomes de la protéine sontontraints dans la onformation issue de la minimisation globale de la protéine. Cette étapedure 0.2ns.� Une fois la montée en température e�etuée, on e�etue ette fois une dynamique à nombred'atome, pression et température onstantes (NPT). Dans es dynamiques on relâhe progres-104



sivement les ontraintes appliquées aux atomes de la protéine. Nous e�etuons 5 dynamiquesdans lesquelles les ontraintes sont progressivement relahées. Chaque étape dure 0.2 ns. Lepoids des ontraintes est suessivement de 5 kcal.mol−1, 2 kcal.mol−1, 1 kcal.mol−1, 0.5
kcal.mol−1 et en�n 0.1kcal.mol−1.La dernière étape, également e�etué en NPT, dure 2 ns. Dans ette étape, toutes les ontraintessont retirées a�n de relaher la protéine.

A.2 Protonation des histidinesPour rappel, une histidine peut être trouvée dans deux états de protonation : neutre, ave unproton sur l'azote ND1 ou NE2, ou ationique, ave les deux azotes protonés. Pour déterminerl'état de protonation des histidines, nous avons visualisé la struture ristallographique de laprotéine et positionné le proton de manière à réer une liaison hydrogène stable. On nommeraHIP les histidines doublement protonées, HID elles protonées sur l'azote ND et HIE ellesprotonées sur l'azote NE.A.2.1 Dans PadronDans la protéine Padron on trouve 8 histidines. Leur état de protonation est référené dans letableau A.1. Numéro du residu Protonation de l'histidine21 HID168 HIP189 HID193 HIP194 HID200 HIP210 HIP212 HIP216 HIPTab. A.1 � Protonation des histidines utilisées dans les dynamiques de Padron.La protonation de la majorité des histidines ne paraît pas être déterminante ar elles sont situéesà l'extérieur du tonneau β. Néanmoins e n'est pas le as de l'histidine 193 qui est située audessus du hromophore. Sur ette histidine, nous avons déterminé que sous sa forme protonéeelle est apable de former un pont entre les glutamates 211 et 144.Que e soit pour les dynamiques de Padron ave le hromophore en onformation is ou trans,neutre ou anionique, nous avons utilisé le même état de protonation des histidines.105



A.2.2 Protonation des histidines de EosFPNous avons proédé de la même façon pour les 10 histidines de la protéine EosFP. Le tableauA.2 présente la protonation des histidines.numéro du résidu protonation de l'histidine21 HID22 HID72 HID119 HID166 HIP188 HIP192 HIP199 HID211 HID215 HIETab. A.2 � protonation des histidines de EosFPComme pour Padron, la majorité des histidines de EosFP est situé à l'extérieur du tonneau β dela protéine. La triade Glu-HIP-Glu est retrouvée dans EosFP, ave l'histidine à la position 192,et les aides glutamiques en positions 142 et 210.A.3 Champ de foreUn hamp de fore standard se présente sous la forme d'une somme de termes que l'on peutlasser en deux groupes.Dans le premier, on regroupe les fores entre les atomes liés par une liaison ovalente :
Elié =

∑

liaison

kr(r − r0)
2 +

∑

angles

kθ(θ − θ0)
2 +

∑

dièdres

kω[1 + cos(nω − γ)]Les deux premiers termes sont des fontions harmoniques et onernent respetivement les élon-gations de liaison et les déformations des angles de valene.r0, θ0 représentent les valeurs d'équilibre, pour lesquelles l'énergie est minimale.kr, kθ sont les onstantes de fores assoiées aux déformations.Le dernier terme représente la déformation d'un angle dièdre. Elle est dérite par une fontionosinus où kω est la demi-hauteur de la barrière de torsion autour de la liaison entrale de l'angledièdre ω , n la multipliité de la fontion et γ est la phase. La déformation des angles improprespeut également être prise en ompte dans le terme des angles dièdres.Et dans le deuxième groupe, on regroupe les énergies d'interation entre les atomes non liés,'est-à-dire plaés l'un part rapport à l'autre en 1-4 ou plus loin le long d'une haine de liaisons106



ovalentes (les interations entre les atomes plaés en 1-2 ou 1-3 sont déjà prises en ompte dansles sommes sur les liaisons et les angles ; et on onsidère que les interations en position 1-4 sontseulement partiellement prises en ompte par la somme sur les dièdres, quand les atomes sontliés) :
Enon−lié =

∑

i<,j

qiqj

4πǫ0ri,j
+

∑

i<,j

ǫ(i, j)

[

(

ρ(i, j)

ri,j

)12

− 2

(

ρ(i, j)

ri,j

)6
]Le premier terme de ette expression Enon−lié représente les interations életrostatiques, déritespar le potentiel de Coulomb ave qi, qj les harges atomiques, ri,j la distane entre les deux atomeset ǫ0 la permittivité diéletrique du vide.Le seond terme représente les interations van der Waals entre des atomes non liés. Elles sontdérites par un potentiel de Lennard-Jones. Dans ette expression, ǫ(i, j) et ρ(i, j) sont des para-mètres qui dépendent du type des deux atomes i et j : on distingue par exemple les interationsentre deux arbones sp3, ou entre un arbone sp3 et un arbone sp2 et. Le paramètre ǫ représenteune énergie de liaison et ρ la distane d'équilibre orrespondante entre les deux atomes.Dans nos simulations, nous avons utilisé le hamp de fore ��99� de Amber qui ontient lesparamètres pour tous les résidus standards.A.3.1 Champ de fore des résidus non standardComme nous l'avons dit préédemment, le hromophore des protéines �uoresentes est le résultatd'une fusion autoatalytique de 3 résidus. Ces résidus varient selon les protéines �uoresentes.Dans ette étude, nous étudierons deux hromophores : l'un qui est formé à partir des résidusCys-Tyr-Gly (pour la protéine Padron) et l'autre qui est formé à partir des résidus His-Tyr-Gly (EosFP). Le hamp de fore �99 de AMBER ne ontient pas les paramètres pour de tellesmoléules. Nous avons don élaboré un hamp de fore pour haque hromophore, il faut égale-ment adapter le hamp de fore à l'état de protonation du hromophore, à son état életronique(fondamental ou exité) et à sa onformation (is ou trans).a - Champ de fore à l'état fondamentalPour obtenir les paramètres d'équilibre r0 et θ0 du hromophore à l'état fondamental, nous avonsréalisé une optimisation de géométrie à l'aide de la méthode de la DFT, ave la fontionnelleB3LYP et la base 6-31+G(d). Nous avons saturé la liaison du résidu du oté NH par un groupe-ment arbonyl (CHO). Du oté CO du résidu, nous avons saturé la liaison par un groupementamide (NH2). De ette manière, le hromophore est le plus prohe de sa forme dans la protéine.Cette optimisation ayant été réalisée dans le vide, nous avons appliqué des ontraintes sur lesparties liant le hromophore au squelette peptidique de la protéine. De plus, les angles dièdres dela haîne latérale du premier résidu (la ystéine dans le as du hromophore de Padron et l'histi-dine dans la protéine EosFP) sont également ontraints aux valeurs observées dans les strutures107



ristallographiques. A partir de la struture optimisée, nous avons déterminé les longueurs, angleset angles dièdres d'équilibre intervenant dans le hamp de fore des résidus.La �gure A.3.1 représente les ontraintes appliquées au hromophore lors de l'optimisation degéométrie.
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 - détermination des harges des hromophoresReprésentation du hromophore de EosFP (à gauhe) et Padron (à droite) ave les ontraintesappliquées lors du alul des harges.
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damental, et un alul CIS/6-31G*+ pour le hromophore de EosFP à l'état S1. Pour alulerles harges atomiques, nous avons utilisé une méthode prohe de la méthode RESP : RestrainedEletroStati Potential[80℄, qui est utilisée dans le hamp de fore amber. La méthode que nousavons utilisé à été développée par des membres de l'équipe [81, 82℄. Comme pour la méthodeRESP, on détermine les harges des atomes de façon à e qu'elle représente au mieux le potentieléletrostatique réé par la moléule. L'avantage de notre méthode vient des di�érents types deontraintes que l'on peut appliquer lors de la détermination des harges.Nous avons utilisé les mêmes harges pour les hromophores en onformation is et trans.Les harges du hromophore de Padron dans sa géométrie trans, dans son état de protonationneutre et anionique sont indiquées sur la �gure A.3.3.
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Annexe B
shéma inétique
L'équation régissant l'évolution de la population de la zone ZF luo est la suivante :

dS1 fluo

dt
= (−kF luo−Dark1 − kF luo−τp − kF luo−τn − kF luo−Dark2 − k∗

r).S1 F luo

+kDark1−F luo.S1 Dark1 + kτp F luo.S1 τp + kτn F luo.S1 τn + kDark2 F luo.S1 Dark2pour la zone Zτp :
dS1 τp

dt
= −(kτp−Dark1 + kτp−F luo + k∗

nr−τp).S1 τp

+kDark1 τp.S1 Dark1 + kF luo−τp.S1 F luoPour la zone Zτn :
dS1 τn

dt
= (−kτn−F luo − kτn−Dark2 − k∗

nr−τn).S1 τn

+kF luo−τn.S1 F luo + kDark2−τn.S1 Dark2Pour la zone ZDark1 :
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dS1 Dark1

dt
= (−kDark1−F luo − kDark1−τp).S1 Dark1

+kF luo−Dark1.S1 F luo + kτp−Dark1.S1 τpEt en�n pour la zone ZDark2 :
dS1 Dark2

dt
= −kDark2−F luo.S1 Dark2 − kDark2 τn.S1 Dark2

+kF luo−Dark2.S1 F luo + kτn−Dark2.S1 τnEt pour les populations de hromophore à l'état fondamental, on a les deux équations suivantes.Pour la population obtenue par onversion radiative depuis la zone S1F luo :
dS0 F luo

dt
= k∗

r .S1 F luoet pour le retour à l'état fondamental par onversion non radiative depuis les zones Zτp et Zτn :
dS0 nr

dt
= k∗

nr τp.S1 τp + k∗

nr τn.S1 τn
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Titre : Étude de propriétés photophysiques de protéines fluorescentes par dynamique moléculaire. 

Mots clés : protéines fluorescentes, liaison hydrogène, transfert de proton, spectre d’absorption, déclin de fluorescence, 

dynamique moléculaire. 

Résumé : Les protéines  fluorescentes sont très largement 
utilisées dans les études de biologie moléculaire depuis 
maintenant une vingtaine d’année. Pour autant, l’origine 
de leurs propriétés photophysiques n’est pas totalement 
élucidée. Dans cette thèse, nous avons essayé d’améliorer 
la compréhension de la photophysique de deux protéines 
fluorescentes particulières : Padron et EosFP. 
Dans la protéine Padron, nous avons étudié l’isomérisation 
du chromophore et cherché à déterminer si la protonation 
et l’isomérisation sont simultanées ou successives. 
Pendant l’isomérisation, le donneur de proton potentiel est 
le résidu Tyr159. Nous avons d’abord montré que dans le 
vide, le transfert de proton est peu probable quelle que soit 
la géométrie du chromophore. Dans la protéine (où l’effet 
de l’environnement n’est pas négligeable)  nous avons mis 
en évidence par dynamique moléculaire que, durant 
l’isomérisation, le transfert de proton n’est presque jamais 
favorable et reste donc marginal. 
Par ailleurs, ces mêmes dynamiques ont montré que, à la 
fin de l’isomérisation, il apparaît  de nombreux chemins de 
molécules d’eau reliant le chromophore au solvant, 
pouvant permettre un transfert de proton. On conclut donc  
 

que l’isomérisation et la protonation ne sont pas 
simultanées mais successives. 
 Dans le cas de la protéine EosFP, nous avons analysé 
l’effet d’une molécule d’eau présente dans une partie des 
structures cristallines. Les dynamiques avec le 
chromophore à l’état fondamental ont montré que cette 
molécule ne joue pas de rôle, que ce soit sur le réseau de 
liaison hydrogène ou sur le spectre d’absorption. Par 
contre, à l’état excité, les dynamiques ont montré que 
l’extinction de fluorescence est beaucoup plus rapide sans 
la molécule d’eau qu’en sa présence.  
Par ailleurs, ces dynamiques ont mis en évidence que la 
protéine bloque souvent le chromophore dans des 
géométries où il ne peut pas retourner à l’état fondamental 
ni par fluorescence, ni par conversion interne. Ces 
géométries « noires» jouent un rôle important dans la 
photophysique.  
Pour tenir compte de ces géométries, nous avons  calculé 
le rendement quantique et le temps de vie de fluorescence 
par intégration directe le long des trajectoires et par 
cinétique chimique. Dans les deux cas, nous avons obtenu 
un accord qualitatif avec l’expérience.  
 

 

 

Title : Study of photophysical properties of fluorescent proteins by molecular dynamics. 

Keywords: Fluorescent proteins, hydrogen-bond, absorption spectra, fluorescence decay, molecular dynamics. 

Abstract : Fluorescent proteins are widely used in biology 
studies since 20 years. Yet, the origin of their 
photophysical properties aren’t totally explained. Here, we 
try to improve the understanding of two particular 
fluorescent proteins: Padron and EosFP. 
In the protein Padron, we work on the isomerization of 
chromophore and try to determine whether isomerization 
and protonation are simultaneous or successive processes. 
During the isomerization, the potential donor is Tyr159. 
First, we show that, in vacuum, the proton transfer is quite 
unlikely whatever the chromophore geometry. 
In the protein (where the environment effect isn’t 
negligible) we evidence with molecular dynamics that, 
during isomerization, proton transfer stays marginal.  
In addition, these dynamics shown the appearance, at the 
end of isomerization, of a lot of water molecules channel 
between the chromophore and the solvent allowing a 
proton transfer. We conclude that isomerization and 
protonation are successive processes. 
 

In the case of the protein EosFP, we first analyze the effect 
of a water molecule which is found only in some of the 
crystallographic structures. 
Molecular dynamics of the protein with the chromophore 
in the ground state show that the water molecule doesn’t 
play any role neither in the hydrogen bond network nor in 
the absorption spectra. 
 On the contrary, in the excited state, dynamics without 
this water show a significant faster decay of fluorescence 
that those with the molecule. 
In addition, those dynamics have demonstrate that during 
long period, the protein retains the chromophore in 
geometries in which it is unable to convert to the ground 
state, neither by fluorescence nor by internal conversion. 
Those “dark” geometries play a crucial role in the 
photophysics. 
To take them into account, we calculate the quantum yield 
and the fluorescence lifetime by direct integration along 
trajectories and by a kinetic scheme. We obtain a good 
qualitative agreement with the two methods. 
 

 

 
 


