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Introduction

Le stress oxydatif provient d'une formation anormale des especes d’oxygene réactives
(Reactive Oxygen Species ou ROS) dans les cellules, telles que le radical superoxyde
(O37), le peroxyde d’hydrogene (H,0,) ou le radical hydroxyle (HO") [1]. Bien que les
ROS jouent également des fonctions cruciales dans la physiologie cellulaire, il est main-
tenant bien documenté que leur surproduction et/ou leur mauvaise gestion sont capables
d’infliger de graves dommages biologiques, qui pourraient étre impliqués dans la genese
des pathologies humaines telles que les cancers, les maladies cardiovasculaires, inflam-
matoires et dégénératives [1,2]. Pour contrer ces effets toxiques des ROS, les organismes
vivants ont développé des mécanismes enzymatiques visant a catalyser tres efficacement
leur élimination [3]. En ce qui concerne le radical superoxyde O, , pendant des années, les
enzymes de type superoxyde dismutases (SOD) étaient les seuls systémes enzymatiques
connus pour le détoxifier, en catalysant la dismutation de O, en peroxyde d’hydrogeéne

et oxygene moléculaire [3].

Néanmoins, plus récemment, il a été découvert que certaines bactéries utilisaient un sys-
téme alternatif pour éliminer O, , impliquant la superoxyde réductase (SOR). Cette en-
zyme, contenant du fer, catalyse la réduction a un électron du superoxyde en peroxyde
d’hydrogeéne (schéma 1), sans production d’oxygene moléculaire et implique donc une

réaction différente de la SOD [4-9].



Introduction

L’électron impliqué dans cette réaction est fourni par des réductases cellulaires, agissant

comme partenaires physiologiques pour 'activité de la SOR :

0, + e + 2H' SOR_ H20,

Schéma 1 — Réaction de réduction du O, en HyO, par la SOR.

Bien que SOD et SOR soient des enzymes non apparentées [9], elles éliminent le super-
oxyde avec un taux de réaction extrémement rapide proche de la limite de diffusion, ce
qui montre in vivo une efficacité dans la détoxification des superoxydes [10]. En raison
de 'importance cruciale des processus de désintoxication des ROS dans les cellules, 1’ob-
tention d’informations sur ces systémes est un grand défi. Alors que les mécanismes de
réduction du superoxyde par les SOD ont été intensément documentés, celui de la SOR,

caractérisé récemment, nécessite des clarifications substantielles [9].

Figure 1 — Site actif de la SOR sous sa forme Fe*" en surface de la protéine. Les quatres
histidines, la cysteine, le fer ainsi que la lysine 48 a I’entrée sont représentées.

Le site actif de SOR (représenté figure 1) consiste en un centre de fer mononucléaire
atypique, non-hémique, coordonné dans une géométrie pyramidale a base carrée par quatre
azotes équatoriaux provenant d’histidines et un soufre d’une cysteine en position axiale
([FeN4S]) [6-9]. Le site actif est tres accessible au solvant puisqu’il est positionné a la

surface de I'enzyme (non enfoui comme dans les SOD, par exemple). Bien que le site actif

10
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soit identique dans toutes les SOR caractérisées jusqu’a présent, certaines enzymes comme
celles de Desulfoarculus baarsii [11] et Desulfovibrio vulgaris [6] possedent un deuxiéme
centre de fer mononucléaire supplémentaire, localisé dans un domaine N terminal [6,11].
Ce centre est de type désulforedoxin (DX), avec un fer 1ié par quatre ligands cystéinates,
dans une géometrie légérement déformée par rapport au type rubredoxine ([FeS,]) [12].
Il est situé a environ 22 A du site actif, et jusqu’a maintenant, lorsqu'il est présent, sa
fonction de catalyse n’a pas encore été définitivement établie, bien qu’il ait été proposé

que ce site délsulforédoxine agisse comme un relais électronique vers le site actif [13-15].

Le cycle catalytique de la SOR a été largement étudié a la fois expérimentalement [7,16-19]
et théoriquement [19-23] et il est généralement décrit en quatre étapes principales, comme
indiqué pour 'enzyme bien caractérisée de D. baarsii [19] (schéma 2). Pour la totalité du

cycle catalytique, le centre de fer reste dans une configuration électronique haut spin [19].

H&:\\ ' ™ WH +0,

i Iln,_,:: ”_,.\\\\N§/
/=N |e N T
HN\) /S \\—NH
o
H o~

N
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~ \H \

2
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Schéma 2 — Cycle catalytique de la SOR.
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A partir de I'état de repos réduit (Fe*", structure supérieure dans le schéma 2), le sub-
strat superoxyde se lie a la sixieme position libre du fer pour former un premier inter-
médiaire. Cet intermédiaire a été proposé comme étant une espece fer ferreux liée au
superoxyde (Fe?™—00") [19,22]. Ce premier intermédiaire est ensuite protoné wvia son
oxygene distal (Od) avec un transfert d’un électron du fer ferreux vers le produit d’ad-
dition pour former un fer ferrique hydroperoxo (Feg+—OOH, deuxiéme intermédiaire, au
bas du schéma 2). Dans cette premiere étape de protonation, il n’y a pas de preuve ex-
périmentale claire de 'implication des résidus acides aminés appartenant a la deuxieme
sphere de coordination, le proton pourrait étre directement fourni par un ion H;O™ pro-
venant du solvant [7,16,17,19]. L’intermédiaire Fe*™—~OOH, ot 'hydroperoxyde se lie
de fagon end-on au centre de fer [24], a été expérimentalement piégé et bien caractérisé
dans certains mutants du SOR de D. baarsii par des structures de rayons X a haute réso-
lution [24], par résonance Raman [25-27] et par des spectroscopies Mossbauer [28]. Une
deuxiéme étape de protonation, spécifiquement sur I'oxygene proximal (Op) de I'hydrope-
roxyde, a ensuite été proposée pour conduire a la formation et a la libération subséquente
du produit H,O, [19]. Cependant, cette deuxieme étape de protonation n’a pas pu étre
observée directement ni étudiée expérimentalement, et il a été proposé qu’elle puisse cor-
respondre a une étape tres rapide non-limitante [19]. Néanmoins, les structures de rayons
X de lintermédiaire de Fe*™—OOH suggerent que la Lys*® (lysine protonée numérotée
en suivant la séquence de la SOR de D. baarsii), un résidu hautement conservé dans
les différentes SOR situé pres du site de fer, pourrait jouer un role critique dans cette
deuxiéme étape de protonation [24]. Ces structures ont montré que Lys?® est impliquée
dans un réseau de liaisons hydrogene avec 'oxygene proximal (Op) de Fe**—OOH, via
une molécule d’eau. Une telle conformation peut favoriser une protonation spécifique de
I'oxygene proximal de l'intermédiaire réactionnel pour former le produit final HyO,. Afin
d’étudier cette hypothese, des études utilisant le mutant K481 de la SOR de D. baarsii
(lysine 48 remplacée par une isoleucine) ont montré qu'’il y avait une modification de

sa réactivité avec le superoxyde [19]. Bien que le premier intermédiaire Fe**—00" soit
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encore formé et sa dégradation reste encore associée a une étape de protonation sur son
oxygene distal (premiere étape de protonation), le produit HyO5 n’est plus formé. 11 a été
également montré que dans le mutant K481, I'intermédiaire de Fe*"—OOH évolue vers
une espece fer-oxo a haut degré d’oxydation (Fe=0), a travers un clivage possible de la
liaison O-O de I'hydroperoxo [29]. La formation de ces especes fer-oxo dans le mutant
K481 a été associée a un manque de protonation spécifique sur 'oxygene proximal de
Pespéce Fe*™—OOH, favorisant probablement une double protonation de son oxygene dis-
tal entrainant un clivage de la liaison O-O et le départ d’une molécule d’eau [29]. Cette
hypothese a été faite en s’insiprant du cycle catalytique de P450 (site actif mononucléaire
a Fer). Dans le cytochrome P450, un tel processus de double protonation de I'oxygene
distal de I'intermédiaire Fe*™—OOH (composé 0 dans P450) qui conduit & la formation
d’une espece fer-oxo a haut dégré d’oxydation (composé I dans P450) a été décrit comme
I'une des étapes clés dans son mécanisme de réaction, permettant la catalyse de 1'oxyda-
tion de liaisons chimiques tres stables de substrats [30]. Ainsi, les mécanismes par lesquels
ces enzymes controlent la protonation de l'intermédiaire Fe®*—OOH semblent déterminer

leur activité, la détoxification pour SOR, 'oxygénation pour le cytochrome P450.

Enfin, apres sa décoordiantion du fer, HyO, est remplacé par un ligand “OH / H,0O, lui-
méme remplacé par la chaine latérale du résidu de glutamate bien conservé (Glu'?, dans
D. baarsii) [17,19]. Le cycle catalytique peut redémarrer apres la réduction a un électron
par des réductases cellulaires de I'état de fer-ferrique vers ’état fer-ferreux [10] (schéma

2).

48 n’est pas le seul résidu voisin qui aide a réguler la réactivité de la SOR. Les structures

Lys
de rayons X de SOR ont montré qu’un résidu isoleucine (Ile''® dans la SOR de D. baarsii),
placé a proximité du site actif, du coté du soufre liant le fer formait une interaction par
une liaison hydrogene a travers sa chaine principale NH avec I'atome de soufre du ligand

cystéinate [11,24]. Les expériences de mutagenese dirigées sur ce résidu associées aux

calculs DFT [23] ont montré que ce réseau de liaison H modulait effet push-pull du

13
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ligand cystéinate [31], a savoir les propriétés électrodépresseurs du thiolate sur le fer. La
modulation de cet effet push influangant sur le pKa du premier intermédiaire réactionnel

et régulant son taux de protonation [23].

Ainsi, I'ensemble du site actif de la SOR est optimisé pour favoriser la réduction ef-
ficace du superoxyde en peroxyde d’hydrogene, et 'implication des deux protons pour
former H,0O, représente un point central dans son mécanisme catalytique. Cependant,
comme mentionné ci-dessus, contrairement aux propriétés du site actif et de sa sphere
de coordination, ces étapes de protonation nécessaires pour convertir O, en Hy0,, et
en particulier la seconde, ont été beaucoup moins bien étudiées expérimentalement [19].
Les calculs théoriques, afin de surmonter le manque d’informations expérimentales, sont
particulierement bien adaptés pour obtenir des informations détaillées sur ces processus

critiques de protonation.

Les travaux antérieurs basés sur des calculs théoriques [22] ont porté sur I'étude de la
premiére étape de protonation, ¢’est-a-dire la protonation de 'Od de Fe*" =00 intermé-
diaire pour générer les especes Fe™—OOH. 11 a été proposé que la lysine 48 puisse servir
de relais de protons lors de cette premiere étape de protonation, soit via une interaction
directe avec le substrat, soit via un réseau de liaison H impliquant une ou plusieurs mo-
lécule(s) d’eau. Pour évaluer le premier transfert de proton, les auteurs ont effectué des
simulations de dynamique moléculaire QM /MM ainsi que des calculs QM. En termes de
méthodologie, ce travail a montré I'importance d’une description appropriée de 1’état du
spin fer et a évalué la validité de plusieurs niveaux de calcul, y compris I'utilisation de la

fonctionelle BSLYP [32-34].

Dans cette these, nous présentons une série de calculs théoriques axés sur le mécanisme de
la deuxieme étape de protonation de la SOR, c¢’est-a-dire la protonation de I'intermédiaire
clé Fe**—0OO0H pour générer le produit de réaction HyO,. Pour avoir une vision claire de
I’ensemble du mécanisme ainsi que de I'impact de I’environnement autour du site actif et

du réseau de liaison H avec des molécules de solvant, nous avons opté pour une approche

14
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dynamique QM /MM de la protéine solvatée avec une étude exploratoire au niveau MM
de la dynamique du réseau de liaison H sur l'intermédiaire de Fe**—OOH ainsi que de la

conformation autour du site actif.

Dans un premier temps, nous avons validé la méthodologie sur le mécanisme de la seconde
protonation formant H,O (qui est la réactivité native) sur la forme sauvage de la SOR
et étudié son mécanisme en détail. Ensuite nous avons étudié la réactivité non-native
(formation d’une espece Fe=0) pour comprendre la nature des intermédiaires formés.
Dans un deuxieme temps, nous avons étudié la conformation de la seconde sphere de
coordination du site actif sur la forme native ainsi que sur des mutants d’intérét pour
en comprendre la différence de réactivité. Nous avons enfin étudié le mécanisme de la
réactivité native (formation de HyO3) et non-native (formation de Fe=0) pour des mutants
sélectionnés pour mettre en évidence I'importance de certains résidus de la seconde sphere

de coordination.
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Chapitre 1

Théorie : Niveaux de calculs

Dans cette partie, nous avons utilisé principalement deux niveaux de théorie pour mo-
déliser les systeémes étudiés : la mécanique moléculaire (MM) et la mécanique quantique
(QM). La combinaison de ces deux méthodes au sein d’'un méme calcul donne la méthode

QM /MM.

1.1 Meécanique moléculaire

Dans cette section, nous rappelons les principes généraux de la mécanique moléculaire

utilisés dans cette theése ainsi que les principes du développement de parametres.

1.1.1 Principes généraux : champ de force

La mécanique moléculaire basée sur la mécanique classique représente ’énergie poten-
tielle d'un systeme d’atome liés entre eux. Les parametres et équations des différentes
interactions interatomiques sont "rassemblées" dans un champ de force [35-37]. Les forces
sont divisées en deux catégories : les interactions liantes et les interactions non-liantes. Les

forces liantes correspondent aux forces de liaisons entre deux atomes, aux forces de flexions

19



Chapitre 1: Théorie : Niveaux de calculs

entre trois atomes et aux forces de torsions et forces impropres entre quatre atomes. Pour
les interactions non liantes, qui agissent entre deux atomes non-liés, les champs de force

incluent les forces électrostatiques et les forces de Van der Waals.

Une liaison entre deux atomes (AB) correspond a la tension d’une liaison, elle s’écrit sous

la forme d’un potentiel harmonique :

Eliaisons = Z kr(r - TO)Q (11)

ou k, correspond a la constante de force de la liaison, r la distance entre les atomes A et
B et ry la distance a 1’équilibre entre ces deux atomes. La sommes s’effectue sur toutes

les paires d’atomes liés entre eux directement.

Les angles de liaisons entre trois atomes (ABC) correspondent a la flexion de 'angle re-

liant ces trois atomes, elle s’écrit aussi sous la forme d’un potentiel harmonique :

Eangles = Z kg(@ - 90)2 (12)

ou kg correspond a la constante de force de 'angle, # 'angle entre les atomes A, B et
C et 0y I'angle a ’équilibre entre ces trois atomes. Comme pour les liaisons, la somme

s’effectue sur tous les ensembles de trois atomes liés.

Les termes diedres correspondent a la torsion des atomes A /D autour de 'axe BC. L’éner-

gie résultante s’écrit sous la forme :

Eaisdres = Z k¢(1 + COS(TLQb - 6)) (13)

ou kg4 correspond a la constate de force du diédre, n le nombre de minima entre 0 et 27,

¢ la valeur du diedre et 9 la phase.

Egalement, un autre type de torsion, dite impropre peut étre caractérisée s’écrivant de la

forme :

20
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Eimpropres = 2 kimp(1 + cos(2w — )) (1.4)
Eimpropres - Z kimp<w - w0)2 (15)

ou kjmp représente la constante de force, w la valeur de I'angle impropre qui correspond a

la déviation de la planéité.

En plus des ces quatres potentiels utilisés, d’autres peuvent compléter ces représenta-
tions tels que des potentiels de Morse [38] pour les forces de liaisons ou des potentiels
d’Urey-Bradley [39] pour compléter les représentations des angles de valences. Par ailleurs,
certains champs de force utilises des termes croisés (par exemples regroupant élongation-
flexion) ou des potentiels pour décrire les liaisons hydrogeénes. N’ayant pas été utilisés

dans ce travail, nous ne les détaillerons pas.

Pour les interactions non-liantes, nous avons deux termes : Van der Waals sous la forme

d’un potentiel de Lennard-Jones (12-6) [40] et le terme électrostatique.

o; .12 o; .6
Evaw =) ) 46—+ — ] (1.6)

i i i Tij
ou € correspond a la profondeur du puits, o la distance a laquelle le potentiel inter-
atomique est nul et r la distance entre les deux atomes. Pour éviter de définir des valeurs
de € et o pour chaque paire i, j spécifique, les approximations empiriques suivantes sont

utilisées, pour ¢; j, le terme ¢; ; dépend de ¢; et de ¢ :

€ij = \/€i€j (17)
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et pour o ; :

Ui—FUj

Oij =

(1.8)

ou

Oij = 4/0i0j (19)
Les approximations dépendent du champ de force utilisé.

Pour les interactions électrostatiques, 1’énergie résulte directement de la loi de Coulomb.

elect Z Z € (110)

iy dmegr;

ou g représente la charge, 7; ; la distance entre les atomes i-j et €, la permittivité du vide.

Pour éviter des erreurs numériques, et puisque les interactions liantes sont déja décrites par
les termes de liaisons, de flexions, les interactions non-liantes ne s’appliquent généralement
qu’a des paires 7,7 ou le nombre de liaisons entre les deux atomes est supérieure a trois
(interaction supérieure a 1-4). Les interactions non-liantes 1-4 (comprenant trois liaisons
séparant les atomes 1 et 4) sont modulées par un pré-facteur et les interactions non-liantes

1-2 et 1-3 sont généralement omises comme dans le cas du champ de force AMBER [35].

La somme de toutes ces forces représente 1’énergie totale potentielle du systeme, qui alors
s’écrit pour le champ de force AMBER, [35], utilisé tout au long de cette theése, sous la

forme :

Etotal = Z KT( Teq + Z K6 0 — eeq + Z 1+COS(TL¢ ’7)]
liaisons angles diedres

4iq;

+Z R12 - R12 R:j]

1<J

(1.11)

22



Chapitre 1: Théorie : Niveaux de calculs

Dans cette these, nous avons utilisé le champ de force AMBER et développés des nou-
veaux parametres pour les centres actifs métalliques dont nous avons besoin : chaque
centre métallique nécessite des parametres spécifiques pour une correcte description. La
suite de cette section expliquera succinctement le modele opératoire suivi pour développer
ces parametres, séparés en deux parties, une pour les interactions non-liantes (développe-
ment des charges principalement) et 1'autre pour les interactions liantes (obtentions des

constantes de forces et valeurs des distances/angles a 1’équilibre).

1.1.2 Développement de parametres

Pour simuler des résidus dits non-standard dans le champ de force AMBER, il faudra donc
déterminer les parametres nécessaires pour utiliser ’équation 1.11. Pour les interactions
non-liantes, nous déterminerons la valeur de g pour la partie électrostatique, les valeurs
de A et B (dépendantes des valeurs de € et o) pour les interactions de Van der Waals,
les valeurs des différentes constantes k (ou sous la forme %) de forces et les valeurs des

distances r, 6, ¢ ainsi que la phase v et n dans le cas des interactions liantes.

1.1.2.1 Charges & parametres de Van der Waals

Dans cette section, nous rappellerons sommairement 1’'utilisation de calculs ab-initio sur
la molécule ou le résidu non-standard a étudier pour obtenir le potentiel électrostatique et
en déduire les charges ponctuelles atomiques pour une utilisation dans le champ de force
AMBER.

La premiere étape est de réaliser un calcul ab-initio sur la molécule choisie et d’en calcu-
ler le potentiel electrostatique (ESP ou ElectroStatic Potential [41]). L'ESP est représenté

sous la forme au point r proche de la molécule par :

Z myn
V(r):Z'T_%'—E:Pm Smbn_ ;. (1.12)
A A

mn |T - T,|
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P, correspond a la matrice de densité de la fonction d’onde obtenue par cycles SCF et
¢ sont les fonctions d’onde atomiques.

Ce potentiel électrostatique peut étre ensuite fitter [42,43] via des méthodes de RMS fit,
cette étape conssistant a déterminer un jeu de charges atomiques permettant de reproduire
aux mieux ce potentiel. La référence [44] explique en détail la méthode nommée RESP,
Restrained ElectroStatic Potential, utilisée pour en déduire les charges atomiques dans ce
travail.

La procédure utilisée dans cette these est décrite (programmes et détails des modeles

utilisés pour les charges) dans le chapitre 3.

Pour le développement des parametres de Van der Waals, nous renvoyons aux références
[45—47] pour les ions les plus courants. Dans le cas de résidus classiques ou demolécules
organiques, les parametres de Van der Waals sont ceux soit du champ de force AMBER,

soit du champ de force complémentaire GAFF (Generalized Amber Force Field [48]).

Si cette procédure utilisée pour déduire les charges atomiques est couramment utilisée, les
méthodes pour développer les interactions liantes sont plus complexes et moins utilisées.

Nous présenterons donc dans la prochaine section la méthode utilisée lors de cette these.

1.1.2.2 Détermination des constantes de force : méthode de Seminario

Dans cette partie, nous présentons la méthode de Seminario [49] utilisée dans cette these

pour déduire les constantes de forces de liaisons, d’angles et de diedres pour une utilisation

dans le champ de force AMBER.

La premiére étape consiste a calculer la matrice hessienne [k] d’une molécule (la double

dérivée de I’énergie en fonction des coordonnées atomiques) :

0*E

k] = ki = Dz,

(1.13)
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La force en 3N éléments 6 F' due a un déplacement dx des N atomes s’écrit sous la forme :

5F = —[k]ox (1.14)

La diagonalisation de cette matrice en coordonnées cartésiennes conduit a 3N valeurs
propres. Ces valeurs propres \; de [k] sont les 3N constantes de forces correspondant aux
3 modes de translation, 3 modes de rotation et 3N-6 modes de vibrations internes du
systéme. Les vecteurs propres 0; de [k] indiquent les directions des déplacements corres-
pondants aux valeurs propres. Pour connaitre la constante de force entre deux atomes A
et B, [k] est réduite en [kap] correspondant a la matrice inter-atomique. L’équation 1.15

s’écrivant alors :

(SFA = _[k'AB](;TB (1.15)
et nous donne la force Fy = (0F,,,0F,,,0F,,) sur I'atome A pour un déplacement
0rg = (0zp,0y5,0.,) de atome B. En forme développée, nous avons :

9*E 9*E 0°E

5F$A O0rp0xp Oxa0yp Oxa0zB 5xB
= — 9*E 9*E 9%’E 1.1
OFy, Byaves  Guadus uaoem | |OUB (1.16)
9*E 9’E 0°E
_5FZA_ | 0z40zp  0za0yp 0z40zp | _523_

MB et trois vecteurs propres 718, Ces deux

Cette matrice possede trois valeurs propres
jeux de données (A, ) permettent avec ’équation 1.17 de retrouver ksp, constante de

force de liaison entre A et B avec 448 le vecteur unitaire.

3
kap =Y AP|atP . pAP (1.17)
=1
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ko , e se retrouve a l'aide des deux matrices [kap] et [kpc] :

1 1 1
= +
2 3 \AB|A ~AB 2 3 \CB|s ~CB
ko Rip i1 A |UPA "V | REép >ieq A |UPC "V ’

(1.18)

ott R, et R sont les distances AB et CB, 474 et 47'¢ les vecteur unitaires perpendi-

culaires aux liaisons AB et CB sur le plan ABC.

Les angles diedres ne présentant pas une importance majeure dans description des sites

métalliques [50], nous ne détaillerons pas leur paramétrisation ici.

Les parametres développés dans cette theése ainsi que dans [51] 1'ont été en utilisant
cette méthode au sein du programme MCPB [52]. Si MCPB a été développé pour la
paramétrisation de centre métallique, son utilisation en dehors de ce cas particulier est peu
conviviale. Nous avons donc développé un court programme [53] en fortran permettant de
calculer les constantes de force de liaisons et de flexions pour n’importe quelle molécule
entre deux (ou trois) atomes pour une matrice héssienne cartésienne obtenue avec le

programme Gaussian09 [54].

1.2 Meécanique quantique et DFT

Dans cette section, nous préciserons rapidement le modéle quantique utilisé, la DFT et
son fonctionnement. S’il existe d’autres modeles que la DFT pour décrire la structure
électronique de la matiére (méthode post-HF, semi-empirique, etc), nous ne les aborderons
pas car nous ne les avons pas utilisés dans le cadre de cette these. De méme, nous nous

limiterons a la description de ’état fondamental.
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1.2.1 DFT : principes généraux

Les méthodes de calculs ab initio consistent a trouver la fonction d’onde ¥ correspondant
a I’état physique du systeme, ce qui correspond a résoudre ’équation de Schrédinger, dans
un état stationnaire. Cette équation est I’équation aux valeurs propres de I’Hamiltonien

A

H :

HU = EU (1.19)

avec F, I'énergie totale du systeme. L’hamiltonien se décompose sous la forme de deux
opérateurs 1'un correspondant a I’énergie cinétique (7°) et I’autre a I'interaction potentielle
ici coulombienne (V') : H =T + V. Chaque terme peut lui méme étre décomposé : T est
la somme de ’énergie cinétique des noyaux (7,,) et des électrons (7,), et V est la somme
de l'interaction attractive noyaux-électrons (V,,_.) et répulsive noyaux-noyaux (V,_,) et
éléctrons-éléctrons (V,_.). L’hamiltonien prend alors la forme :

A

I:I - Tn + Te + Vn—e + ‘A/n—n + ‘Za—e (120)

Une premiere approximation a lieu : 'approximation de Born-Oppenheimer [55] ou les

noyaux sont considérés fixes (7,, = 0) et leur énergie potentielle d’interaction devient

constante (V,,_,, = Cge = 4, S8 4 Zé‘AZ; ). L’hamiltonien ne dépend plus que de contri-

bution électronique : monoélectronique (7%, V,,_.) et biélectronique (V,_.)

H = Te + Vn—e + ‘/e—e + Vn—n - Te + Vn—e + Vre—e + Cste (121)

L’équation étant grandement simplifiée mais restant complexe, la théorie de la fonction-
nelle de la densité (DFT) permet de calculer I’énergie en utilisant la densité électronique
(p) comme fonction. E est une fonctionelle de la densité. Elle est basée sur les deux

théoremes de Hohenberg et Kohn [56].
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En considérant un gaz d’électrons, le potentiel externe agissant sur eux détermine [’état
fondamental du systeme et sa densité de charge correspondante, ce qui correspond a dire
que toutes les propriétés physiques sont fonctions de ce potentiel. Et comme il y a cor-
respondance entre le potentiel externe (Ve.¢[p(r)], champ externe exercé par les noyaux)
et la densité électronique de ’état fondamental [p(r)], 'énergie totale du systeme a 1'état
fondamental est fonction unique de la densité électronique : E' = E[p(r)]. Contrairement
a la méthode Hartree-Fock ot le calcul de I’énergie est basé sur la fonction d’onde, ici le
calcul de I’énergie est basé sur la densité électronique de I'état fondamental. Hohenberg

et Kohn ont exprimé cette fonctionnelle sous la forme :

Eprrlp(r)] = Faxlp()] + [1o(r)]Veenr)dr (1.22)

Ou Fyg représente la fonctionnelle universelle de Hohenberg-Kohn.

Le deuxieme théoreme est énoncé : pour un potentiel V.. et un nombre d’électrons M
données, 'énergie totale du systéme atteint sa valeur minimale lorsque la densité p(r)
correspond d la densité exacte de ’état fondamental [po(r)], principe variationnel, Eepqe <
Epprlp(r)] : le minimum de la fonctionnelle correspond a la solution la plus proche de

I’état fondamental exact. Ce qui conduit a 1’équation 1.23 :

:M:%xt(r)‘i‘M

Op(r) (Op(r)

La fonction Fp demeurant inconnue de facon exacte, les approximations correspondant

(1.23)

aux équations de Kohn-Sham [57] sont utilisées. Selon 1.22, Fyx est indépendante du
potentiel V.. et contient donc une composante T,(p(r)) et une composante V,_.(p(r)).
L’approche Kohn-Sham réalise une exacte correspondance entre la densité électronique
et I'énergie de I’état fondamental d’un systeme de fermions non interactifs fictifs placés
dans un potentiel effectif et le systeme réel a plusieurs électrons en interaction soumis au

potentiel réel ce qui donne :
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Faclp(r)) = Tslp(n)] + Enlp(r)] + Exclo(r)] + [ Veu(r)lp(r)ldr — (1.24)

Eylp(r)] = ;//Wdrdr’ (1.25)

La fonctionnelle E'x¢ est dite d’échange-corrélation et rend compte des effets a plusieurs
corps (contient donc les différences entre le systéme fictif non interactif et le systéme réel

interactif).

Exclp(r)] = (Tlp(r)] = Tulp(r)]) + Veelp(r)] = Vialp(r)]) (1.26)

La différence des énergies cinétiques T étant faible et souvent négligée, Ex¢ traduit (prin-
cipalement) la différence entre ’énergie coulombienne du systéme V,_, et I’énergie coulom-
bienne des fermions non interactifs de Kohn-Sham. La formulation de I’énergie cinétique

exacte T, a I’état fondamental est :

M
1
T =3 nileil =5V lei) (1.27)
Selon Kohn et Sham, elle peut s’écrire dans leur systeme fictif de fermions non-interactifs :

M

Tlp(r)] = 3 {oil = 5720 (1.25)

i
L’équation 1.28 n’étant valable que dans le cas des fonctions d’ondes décrivant un systéme
a M orbitales dépourvues de toute interaction mutuelle (n; = 1 pour les M orbitales et
n; = 0 pour le reste). Ce qui permet de ré-écrire I’équation 1.23 sous une forme similaire
1.29 a la différence pres que le systeme est un systeme fictif de fermions non-interactifs se

déplacant dans un potentiel effectif V,¢(r) dit potentiel de Kohn-Sham.

ITs[p(r)]

1.2
dpr (1.29)

p=Veps(r) +
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avec

Eyp(r)] 8Exc[p(7‘)]

ér, Q) (1.30)

- e:ct +/|’I“ d +VXC()

Verp(r) = Veu(r) +

avec Vy¢ le potentiel d’échange corrélation sous forme :

OExc[p(r)]
Ip(r)

Dans ce systeme de particules de type fermions non interactifs, la densité électronique est

Vxe(r) = (1.31)

alors décrite comme une somme de densités mono-particulaires. Pour résoudre les équa-

tions de Kohn-Sham, cette approche est de la forme :

5V 4 Vs ()] [ou(r) = i) (132

avec

= ; i (r)[? (1.33)

Les équations 1.33 et 1.32 sont résolues par itérations : en utilisant une densité initiale
(pin), un potentiel V .y est calculé ce qui permet de résoudre I’équation 1.32 et obtenir
une nouvelle densité électronique (poyu:). Cette densité est 'réinjectée’ en tant que p;, pour
une nouvelle itération jusqu’a obtenir une densité p,,; tres proche de p;, selon un critere

de convergence fixé.

Gréace aux équations de Kohn-Sham, la seule fonctionnelle de la densité qui demeure in-
connue au sein de ce formalisme est la fonctionnelle d’échange-corrélation. La dépendance
Exc vis a vis de la densité électronique s’exprime comme une interaction entre la densité

électronique et une densité d’énergie dépendante de cette densité électronique, exc|[p(r)].

Exclp(n] ~ [ exclp@)p(r)dr (1.34)
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Exc est séparable en deux terme Ex pour I’échange et Ex pour la corrélation, ce qui

donne I’équation 1.35 d’apres 1.34.

Exclp(n)] = Bxlp(r)] + Eclp(r)] = [ ex[p(r)lo(r)dr [ eclp@mlprydr — (1.35)

Pour résoudre ces équations, des fonctionnelles ont été proposées. La premiere corres-
pond a l'approximation de la densité locale (LDA) incluant la densité locale (p(r)). En-
suite, d’autres fonctionnelles telles les GGA (prenant en compte la densité et son gradient
(Vp(r))), meta-GGA (prenant en compte la densité, son gradient et son énergie ciné-
tique (7(r)), et hybrides (incluant un pourcentage exact d’échange Hartree-Fock) tentent
d’améliorer I’échange-corrélation en prenant en compte la non-homogénéité et le caractere
non-local de la distribution électronique. Dans cette these, nous avons utilisé majoritaire-
ment la fonctionnelle BSLYP [32-34], une fonctionnelle GGA présentant 20% d’échange

Hartree-Fock.

1.2.2 Fonctions de base

Deux types de bases sont utilisées : soit des orbitales atomiques (localisées), soit des ondes
planes (délocalisées). Les fonctions de base localisées correspondent aux fonctions soit de
Slater (STO, Slater Type Orbitals) soit Gaussiennes (GTO, Gaussian Type Orbitals), les
premieres étant une approximation des orbitales atomiques, les secondes des approxima-
tions des premieres rendant les calculs d’intégrales plus simples. Dans cette these, nous

avons utilisés des GTO de type Pople [58], principalement 6-314+G(d) [59-66].

Pour les ondes planes (ou PW, pour Plane Waves), elles ne sont pas centrées sur des
atomes (délocalisées) et sont donc tres utilisées pour décrire des systémes periodiques
(solides, liquides). Dans cette these, nous avons utilisés 'approche GAPW (Gaussian
Augmented Plane Waves [67,68]) qui elle méme dérive de 'approche GPW (Gaussian and

Plane Waves [69]) qui est une méthode utilisant des Gaussiennes pour décrire la fonction
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d’onde et des bases PW pour décrire la densité. L’approche GPW nécessite ['utilisation de
pseudo-potentiels représentant les électrons de coeur. L’approche GAPW en séparant les
domaine en soft et hard density, permet une représentation tout électron et sera utilisée

dans cette these.

1.3 Méthodes hybrides

Précédemment, nous avons vu deux méthodes pour décrire un systeme : I’'approche MM
présentant I’avantage de pouvoir décrire des systemes de taille importante (avec un nombre
d’atomes supérieur a 10000) mais ne permettant pas de simuler de la réactivité du fait
que les atomes sont liés par des "ressorts", et 'approche QM qui elle permet de décrire la
réactivité et le réarragement de liaison mais est limitée a de petits systémes (une centaine
d’atomes). Warshel et Levitt [70] ont proposé une approche QM /MM permettant de simu-
ler la réactivité d’une partie spécifique du systeme (décrite en QM) et son environnement
(décrit en MM). L’utilisation de cette méthode combinant les deux niveaux de théorie a
une importance majeur en réactivité enzymatique : le site actif et le substrat est décrit en
QM permettant d’étudier la réactivité, et le milieu (protéine, solvant) est modélisé en MM
permettant une description plus compléte (charges, contraintes conformationnelles, etc).
Dans la section suivante, nous introduirons les deux méthodes QM /MM, soustractive et

additive, ainsi que la représentation de la coupure entre la partie QM et la partie MM.

1.3.1 QM/MM soustractive

La méthode soustractive le plus souvent utilisée sous la forme dite ONIOM (Qur own
N-layered Integrated molecular Orbital and molecular Mechanics [71]), présente un hamil-

tonien de la forme :

H(ES) = Hym(ES) + Houm(PS) — Hyu (PS) (1.36)
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avec Hypp(ES) 'hamiltonien de tout le systéme au niveau MM, Hpy, (PS) 'hamiltonien
de la partie représentée en QM et H vy (PS) Thamiltonien de la partie QM mais au
niveau MM. ES = PS + 5SS ou ES est le systeme entier, PS le systeme étudié en QM
et SS le reste du systeme (SS = ES — PS). Dans sa forme initiale, cette méthode ne
prend pas en compte l'effet de la perturbation électrostatique de I’environnement du S'S
sur la distribution de charge de la partie PS et le systeme PS doit étre décrit au niveau
MM ce qui est pénalisant lors de I’étude de la réactivité si PSf;nq présente une structure

différente de PS;,;:.

1.3.2 QM/MM additive

La méthode additive est la méthode de couplage QM /MM que nous avons utilisé lors de

cette these, 'hamiltonien est de la forme :

H(ES) = Hya(SS) + Hon (PS) + Hoajnane(PS = SS) (1.37)
avec
Honpnant(PS = 8S) = Vi + Vs + Vi (1.38)

Hy(SS) correspond & 'hamiltonien de la partie S5 au niveau MM, Hgy (PS) cor-
respond & ’hamiltonien de la partie PS (et les atomes de coupures) au niveau QM, et
ﬁQM/MM(PS : SS) est 'hamiltonien QM/MM décomposé en interaction de Van der

Waals et électrostatiques entre la partie QM et la partie MM.

o o
Vil = 2 deanl(22)2 = (22 (1.39)
ASB AB TAB

Ce potentiel de Lennard-Jones (VgA‘f[‘;VMM) prend en compte les interactions entre les

atomes QM et les atomes MM.
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Vo QM/MM = % Z 7ZAqB (1.40)
A=1 BEMM |RB - RA‘

L’interaction électrostatique (V{3j; M 1) représente les interactions des charges des noyaux

QM (atomes A) avec les charges des atomes MM (atomes B).

La derniere interaction électrostatique (VC‘SZM sarnr) correspond a Uinteraction entre les élec-
trons QM et les charges MM, et peut étre traitée de deux approches. L'une dite mechanical
embedding ou les charges MM interagissent avec des charges QM ponctuelles fixes définies

le par champ de force (comme dans la méthode soustractive).

L’autre, dite electronic embedding, fait interagir les charges MM avec la densité électro-

niques QM permettant ainsi de la polariser.

QM/MM = Z ZM |RB v (1.41)

i=1 BeEM
avec cette fois ¢ I'indice et n le nombre d’électrons dans la partie QM, et B représentant

les indices des atomes MM.

Dans cette these nous avons utilisée la méthode GEEP, Gaussian Ezpension of the FElec-
trostatic Potential [72,73], méthode electronic embedding qui représente les charges ponc-

tuelles MM par des gaussiennes.

1.3.3 Coupure QM /MM

Le dernier point consiste a définir la frontiere entre la zone QM et la zone MM. Dans
le cas d’'une molécule QM représentée dans un solvant MM, il n’y pas de coupure a
effectuer entre les deux limites car les deux zones ne sont pas "liées électroniquement”.
Par contre dans le cas de la représentation d’un site actif QM au sein d’une protéine MM,
comme dans cette these, nous devons couper le systeme entre un atome Agy et un atome

Bamu. Cette coupure, pour une meilleure description, doit avoir lieu entre deux atomes ou
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la distribution de charges est peu différente (par exemple, deux carbones aliphatiques).
Pour représenter cette coupure, trois méthodes sont possibles : le link atom [71,74,75], la
méthode des frozen orbital [76,77] ou des pseudo-potentials [78,79]. La méthode du link
atom, utilisé dans cette theése, consiste a "rajouter' un atome de saturation (ici, un atome

d’hydrogene) pour compléter la valence de I'atome Aqy;.
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Chapitre 2

Faire évoluer le systeme et simuler

sa réactiviteé

Dans le chapitre précédent, nous avons vu comment nous évaluons I’énergie d’un systeme
(MM, QM ou QM/MM). Pour étudier les conformations d’un systéme (ou sa réactivité),
nous avons utilisé deux types de calculs. Des calculs statiques pour obtenir des minima
et des états de transition mais également des dynamiques qui nous permettent d’explorer
des conformations pour des systemes larges tels des systémes biologiques (métalloprotéines

par exemple) ou des systémes en solution.

2.1 Statique

Les calculs statiques permettent de localiser des points spécifiques, minima et états de
transitions (point de selle d’ordre un), sur une surface d’énergie potentielle. Ces points
critiques possedent un gradient nul et la matrice hessienne permet de différencier ces
points. Un minimum a toutes les valeurs propres de la matrice hessienne positives, un
maximum a les valeurs propres négatives, tandis qu'un point de selle présente une matrice

hessienne avec des valeurs propres positives et négatives. Le nombre de valeurs propres
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négatives correspond a l'ordre du point de selle. Dans le cas d’un état de transition, le
point de selle est d’ordre un et le nombre de valeurs propres négatives doit donc étre égal

A un.

Pour optimiser la géométrie de minima, l'algorithme "minimiser" utilisé est un gradient
analytique avec une matrice hessienne estimée puis extrapolée a chaque étape. Un calcul
analytique de la matrice hessienne a la fin de 'optimisation permet de confirmer que le
systéme est bien un minimum (pas de valeurs propres négatives), ou un état de transition

(possédant une seule valeur propre négative) ou non.

Il est possible de calculer les grandeurs thermodynamiques (enthalpie et enthalpie libre
de Gibbs) a partir du Hessien et des fréquences de vibrations. D’apres les équations [80],

I’enthalpie H est de la forme :

H=¢+FE+E.+FE,+E.+kgT (2.1)

Avec € 'énergie électronique, T’ la température, kg la constante de Boltzmann et FE,
E., E,, E, les contributions énergétiques des mouvements de translation, de rotation, de

vibration, électronique, respectivement. L’équivalent pour ’enthalpie libre est de la forme :

G=H—T(S;+5,+5,+5.) (2.2)

Chaque terme peut-étre calculé a partir de la fonction partition correspondante. Les détails
peuvent se retrouver dans la référence Thermochemistry in Gaussian pour le programme

Gaussian09.

2.2 Dynamique

Si les calculs statiques permettent de calculer les AG ou AFE d’une réaction spécifique

via le calcul des réactifs, des états de transition et des produits, généralement sur des pe-
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tits systemes (n atomes < 250). Pour des systémes de taille plus importante, comme des
métalloenzymes, présentant un nombre important de degrés de liberté, et de nombreux
minima, la dynamique moléculaire s’avere plus appropriée. La dynamique moléculaire
permet un échantillonnage statistique autour de 1’état d’équilibre (états accessibles), au-
trement dit une exploration de la surface présentant beaucoup de minimas a 1’équilibre

dans un ensemble donné.

2.2.1 Equations de mouvement

Le systéme est donc en mouvement (d’ou le terme dynamique) au cours du temps et
I'utilisation des équations de mouvement entre en jeu. Les dynamiques utilisées lors de
cette these sont au niveau soit MM, soit QM/MM. Si pour la partie décrite en MM, les
atomes sont des masses chargées lices par des ressorts, la partie QM quand a elle est
décrite par des noyaux et des électrons. Dans le cas de dynamique ab-initio, les noyaux
sont traités classiquement tandis que les électrons sont traités quantiquement. On peut
distinguer des familles de méthode de dynamique, des dynamiques Car-Parinello [81] ou
Born-Oppenheimer. Dans cette these, nous avons utilisé I'approche Born-Oppenheimer
(BOMD ou Born-Oppenheimer Molecular Dynamics), ou le traitement des mouvements
des noyaux et des électrons se fait de facon séparé, de part la différence de masse entre
les deux, les électrons étant beaucoup plus légers que les noyaux. La position des noyaux
est propagée classiquement par les équations de mouvement, et 1’énergie (et les forces) du

systeme sont calculées en utilisant un des niveaux de théorie décrit dans le chapitre 1,

MM ou QM.
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avec f; la somme des forces s’appliquant sur 'atome 7, m; sa masse et a; son accéléra-

. 2.,
tion (a; = 382?,

avec t le temps, et r; la position de 'atome 7). Nous savons également que :

0E;

=5 (2.4

ou F; est ’énergie de ¢ . En injectant 2.4 dans 2.3 :

A 82TZ' . _8EZ
i 8215 N 8’/"7;

(2.5)

La solution n’étant pas possible analytiquement, la résolution de cette équation a lieu de
facon numérique en utilisant un pas de temps dt en utilisant la méthode des différences
finies. Il existe plusieurs algorithmes d’intégration dont les plus courants sont 'intégrateur
Verlet [82,83], Verlet-vitesse [84] ou Leap-Frog [85]. Les équations 2.6 et 2.7 correspondent

a l'intégrateur Verlet (basé sur un développement de Taylor de 7;(¢) ) 'ordre quatre)

ri(t 4 6t) = 2ry(t) — ri(t — 6t) + a;(t)6t? + O(5t*) (2.6)

Le défaut de Verlet est que nous devons disposer des positions (r;) & l'instant (¢ + dt) et
des vitesses (v;) a I'instant (¢), en plus d’une évaluation des vitesses avec une précision en
O(6t?). Le Verlet-vitesse permet d’améliorer la précision et de calculer les forces/positions

puis les vitesses, et Uerreur est en O(6t) pour les deux :

rolt + 5) = ri(t) + vi(t) 5t + ;ai@)aﬁ + 05 (2.8)

2

vi(t + 0t) = vi(t) + 5t + O(6t%) (2.9)
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La précision se rapporte au pas de temps 0t qui doit étre suffisamment grand pour avoir des
calculs rapides pour un temps de dynamique donné mais suffisamment petit pour conserver
I’énergie du systeme sur la durée de la dynamique. Dans cette these, 'intégrateur utilisé
est le Verlet-vitesse et le pas de temps utilisé est 6t = 0.5 s correspondant a la vibration

entre les atomes quelconques X et I'atome d’hydrogene H (vibration X-H).

2.2.2 Ensembles thermodynamiques

Les dynamiques ont lieu dans un ensemble thermodynamique définissant les conditions
de simulation en fixant plusieurs grandeurs. Les ensembles utilisés dans cette these sont
I'ensemble microcanonique (NVE), 'ensemble canonique (NVT) et I'ensemble isotherme-
isobar (NPT). Si I'ensemble microcanonique NVE, ou le nombre d’atomes N, le volume
V et l'energie E sont constants, n’impose pas de contrainte extérieure, ’ensemble NVT
impose une modification des équations de mouvement. Pour maintenir la température T
constante plusieurs méthodes sont possibles. La plus simple, un rescaling des vitesses,
qui lorsque l'energie cinétique du systéme F,. dépasse la valeur de consigne E™® im-
pose une modification des vitesses par un facteur adéquat. De plus, il existe différents

thermostats [86-89] qui régulent la température. Dans cette thése, nous avons utilisé le

thermostat de Nosé-Hoover qui ajoute un terme de friction { = (EC_Q#S), ou Q1 corres-
pond a la vitesse de réponse du thermostat, dans I’équation 2.3 :
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Pour I’ensemble NPT, le volume V devient une variable qui varie en fonction d’une pression
de référence.

L’ensemble NVT permet de maintenir une température constante (pour un chauffage ou
pour équilibrer un systéme), 'ensemble NPT permet d’obtenir une densité adéquate pour
une boite de solvant (densité de 1 pour une boite d’eau a 1 bar) et ’ensemble NVE permet

de simuler un systeme a énergie constante.

2.3 Meétadynamique

Si les dynamiques permettent d’explorer facilement la surface d’énergie libre, elles sont
limitées par un temps de simulation court : les simulations durent entre quelques dizaine
de picosecondes (QM) a quelques microsecondes (MM). Ce temps tres court ne permet
pas de rendre compte de la réactivité présentant des barrieres d’activation tres supérieures
a kg1, comme par exemple des repliements de protéines, des transitions de phases, ou
des réactions chimiques. Plusieurs méthodes [90] comme 1’Umbrella Sampling [91, 92],
local elevation method [93], adaptive force bias [94], steered MD [95] ont été proposées
pour "sortir' du minimum local et explorer toute la surface d’énergier libre (Free Energy
Surface, FES). La solution retenue dans cette these est d’"accélerer' la dynamique le long
d’une ou plusieurs coordonnées de réaction appelées variables collectives et notées CVs :
la métadynamique [96-98]. Cette méthode permet non seulement de sortir du minimum
local mais également de reconstruire la FES aprées son exploration pour une estimation des
barrieres. Elle a été utilisée dans plusieurs domaines [97-99] pour 'étude des matériaux

[100-102], des systemes biochimiques [103-107] et de la réactivité chimique [108-111].
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2.3.1 Principes et variables collectives

Pour "accélérer" une dynamique, la métadynamique ajoute un potentiel sous la forme de
gaussiennes pour éviter que le systéme ne revisite ’espace déja exploré et pour lui per-
mettre de franchir des barrieres et d’explorer d’autre régions de la FES. Figure 2.1, il est
représenté une version schématique d’une métadynamique a une variable collective. Pour
un systeme a N atomes avec des positions 7;, le potentiel d’interaction est égal a V' = V()
et un hamiltonien H = T 4 V. Un potentiel de biais Vi est ajouté a ’hamiltonien du
systeme donnant H =T + (V + V).

Ce potentiel de biais Vz s’écrit sous la forme :

(S(z) — S(t’))z)
2052

Va(S(x),t) =w > exp(— (2.11)

t'=71¢,21G,37G ;-
t'<t

ou s(t) = S(z(t)) correspond a la valeur prise par la variable collective CV au temps t.

Trois parametres définissent Vi :
1. w est la hauteur des gaussiennes
2. 0s la largeur des gaussiennes
3. 7q le taux de déposions des gaussiennes

En plus de permettre au systeme de franchir des barriéres, la méthode permet de recons-
truire la surface d’énergie libre en fonction des CVs. Le potentiel de biais Vi est relié a la

surface d’énergie libre A par ’équation suivante :

Ve(S,t — 00) = —A(S) + Cuuy (2.12)
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Gaussienne
Al W ajoutée avec

As une période tg

6Tg S

121 S

Figure 2.1 — Représentation schématique d’'une métadynamique a une CV. Avec 'ajout
de gaussiennes de hauteur W et de largeur AS toutes les 74, le systeme "sort" du puits
d’énergie libre en passant la barriere.
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La précision de la métadynamique et de la FES reconstruite dépend des trois parametres :

- 0s est généralement évalué a partir des fluctuations de la variable collective lors d’une
dynamique non-biaisée et correspond a environ 1/2,1/3 de cette valeur (une fluctuation
de 1.5 A donnera un ds de 0.5 A).

- w, la hauteur des gaussiennes, est dépendante de la hauteur du puits estimé. Elle doit
étre inférieure a la hauteur du puits sous peine de surestimer la barriere. De plus, elle est
généralement définie conjointement a 74 : si le choix se porte sur un w élevé, la fréquence
de déposition 74 doit également étre élevée. w est également dépendant de ds pour éviter
d’avoir des gaussiennes trop aigués.

- T est choisi pour avoir un taux de déposition rapide pour éviter des métadynamiques
trop longues mais suffisamment lent pour permettre au systéme de s’adapter au nouveau

biais en évitant de faire du "hill surfing" dans des états méta-stables.

En plus de ces trois parameétres cruciaux, le choix de la variable collective (ou des va-
riables collectives) est de grande importance. Ces variables doivent correctement décrire
la réactivité étudiée en séparant les produits des réactifs tout en décrivant les intermé-
diaires. Elles doivent comprendre les modes lents du systéme, pour éviter les artefacts dus
a la présence d’une slow hidden variable. Pour finir, leur nombre doit étre limité car une
exploration d’un espace de grande dimension peut s’avérer couteux en temps de calcul et

difficile a analyser.

Un oubli d’une variable collective nécessaire a la réactivité peut amener a une surestima-
tion de la barriere. La figure 2.2 représente une FES schématique a deux dimensions. En
utilisant uniquement la variable collective CV1, la barriere est surestimée du fait que la

réaction nécessite un biais sur la CV2.
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Chemin
réactionnel

CVl

Figure 2.2 — Représentation schématique d’une surface en 2D (gauche) et 1D (droite). Le
chemin en vert représente une FES reconstruite a partir d'une CV. Le chemin en orange
représente une FES reconstruite a partir de deux CV.

Les variables collectives peut étre variées et dépendent de la position des atomes : distances
entre deux atomes ou deux groupes d’atomes, angles, diedres, nombre de coordination,

énergie potentielle, etc...

L’une des difficultés de la métadynamique est la convergence : la question de savoir quand
arréter la métadynamique et reconstruire la surface. Dans le cas ot la métadynamique est
utilisée dans I'optique de trouver la barriere minimale pour sortir du puits de départ, alors
la métadynamique est arrétée des que la variable collective est sortie du puits. Si ’on veut
reconstruire la surface, alors la métadynamique doit étre arrétée lorsque le régime des CVs

est diffusif : quant il y a un passage d’'un bassin a un autre sans ajout de gaussienne.

Un probleme est que le valeur du potentiel de biais ne converge pas vers la valeur d’énergie
libre mais oscille autour de cette valeur. Le calcul de la convergence se fait par un calcul
de la différence d’énergie libre entre les puits d’intéréts dans le cas d’une exploration de
la surface. La valeur peut osciller entre la valeur de la hauteur d’une ou deux gaussiennes,

leurs ajouts se faisant successivement sur I'un puis 'autre des bassins.

L’autre désavantage est la possibilité que trop de gaussiennes soient ajoutées "au méme
endroit" poussant le systeme vers des états de hautes énergies pouvant entrainer son

évolution irréversible vis-a-vis des variables collectives choisies.
Cette métadynamique porte le nom de Untempered Metadynamics ou UMetaD.

Une premiere solution a été proposé pour permettre meilleure une convergence de la

surface d’énergie libre : Well-Tempered Metadynamics on WTMetaD [112,113]. Le principe
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est de réduire la hauteur des gaussiennes ajoutées en fonction de la position : plus une

position sera "visitée", plus la hauteur des gaussiennes ajoutées a cette position diminuera.

La formule régissant la hauteur des gaussiennes en fonction du temps et de la variable

collective est de la forme :

7VG(S,t)
w = woTge FBAT (2.13)

ou wy représente la hauteur des gaussiennes initiale et AT un parametre de la dimension

d’une température.

AT

Vg(S,t — OO) = —mF<S)

(2.14)

Cette equation 2.14 montre que lorsque AT = 0, la métadynamique devient une dyna-

mique non-biaisée. Lorsque AT tend vers I'infini, I'algorithme de la UTMetaD est retrouvé.

Le parametre AT peut étre considérer comme la température effective a laquelle 1'explo-

ration de l'espace de la CV aura lieu. On défini le facteur de biais 7 comme étant :

_ T+AT

- (2.15)

o~

Ce facteur de biais peut étre vu comme un "terme réducteur de barriere'. Un facteur de
biais d'une valeur X réduira la barriere d’un facteur X. Une barriére de 30 kcal mol™*
explorée par WTMetaD avec v = 45 sera équivalente & une barriére de 0.67 kcal mol ™, sera
rapidement franchie au cours de la métadynamique. Ce facteur v permet de définir AT de
maniere plus "parlante". Dans cette these, nous avons utilisé AT = 6000K correspondant

a v = 21 permettant de franchir des barrieres de 10 kcal mol™! aisément.
Ce type de métadynamique a été utilisée lors de ce travail.

La Transition Tempered Metadynamics ou TTMetaD [114] se propose, au contraire de la

WTMetaD ou une estimation de la barriere devait étre connue a priori pour définir AT,
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de spécifier comme parametres les positions approximatives des bassins. Elle permet de
réduire la hauteur des gaussiennes ajoutées en fonction du nombre d’aller retour entre les
bassins. Ceci présente 'avantage de garder ’exploration initiale rapide des bassins de la
UTMetaD tout en profitant de la convergence de la WTMetaD lorsque la transition entre

deux bassins a lieu.
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Etude de la SOR
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Chapitre 3

La forme sauvage de la SOR

Dans ce premier chapitre, il est présenté I'étude de la forme sauvage de la SOR de la
bactérie Desulfoarculus baarsii. Nous nous concentrons sur ’étude de la deuxieme étape
de protonation, étape clé du mécanisme car déterminante pour la réactivité native la SOR.
Tout d’abord, le site actif ainsi que la méthode utilisée pour sa description adéquate (au
niveau QM) sera décrite. Ensuite, le développement des parametres MM ainsi que 1'étude
conformationnelle par dynamique MM sera présentée. L’étude de la réactivité native ainsi

que la réactivité non-native par métadynamique terminera ce chapitre.

3.1 Description de I’état haut spin du fer du site actif

Différentes études expérimentales et théoriques ont confirmé que le fer présent dans le
site actif de la SOR a une configuration haut spin [24,28]. Les fonctionnelles hybrides
comme B3LYP [32-34] ou PBEO [115,116] prédisent I’état haut spin comme étant 1’état
fondamental, tandis que les fonctionnelles GGA pures (BLYP [32,33] ou PBE [117])
favorisent un état bas spin [21,22]. Une solution consiste a ajouter un potentiel de cor-
rection Hubbard [118-120] au fer pour éviter une surhybridation et donc, obtenir 1’état

haut spin comme état fondamental et entrainer des densités de spin correctes. Le cofit
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de cette approche équivaut a 'utilisation d’une fonctionnelle GGA alors que les fonction-
nelles hybrides sont plus cotiteuses en temps de calcul en raison du calcul de I’échange
Hartree-Fock. Grace a 1’évolution de la puissance de calcul, les calculs QM /MM avec des
fonctionnelles hybrides sont maintenant plus accessibles [121,122]. Dans ce travail, nous
avons donc choisi I'utilisation de la fonctionelle BSYLP pour éviter 1'utilisation d’un para-
metre spécifique pour chaque état différent [123] du systeme, ce qui permet d’assurer une
cohérence en fonction des mutations ou des ligands. D’apres les travaux précédents [19,23],
la fonctionnelle BSBLYP est adaptée a ce systéme, non seulement pour décrire le bon état
de spin mais également pour la géométrie du site actif (pour le modele QM), elle a donc

été retenue pour toutes les études impliquant une partie QM.

Pour évaluer la validité de ce choix sur des modeles plus réalistes, des optimisations
de la géométrie du systéme Fe?™—OOH au niveau QM /MM ont été réalisées, a partir de
géométries extraites de la dynamique moléculaire classique (cf. vide supra). Dans ce calcul,
seule la partie QM a été optimisée, tandis que la partie MM a été gelée. En cohérence avec
les résultats obtenus sur les petits modeles QM [22,23], la fonctionnelle hybride B3LYP
(mais également PBEOQ) est capable de décrire le systeme a 1’état de haut spin, S = 5/2
comme étant 1’état fondamental alors que la fonctionnelle BLYP (GGA, mais également

PBE) favorise le bas spin comme 1’état fondamental (voir tableau 3.1).

Les propriétés géométriques de lespece Fe*™—OOH sont décrites ci-apres. A Pétat haut
spin, la distance de liaison Fe-S est de 2.42 A en utilisant B3LYP (B3LYP-HS) et de
2.44 A avec BLYP (BLYP-HS). Les distances Fe-Op ont une valeur de 1.98 A au niveau
B3LYP-HS et 2.01 A au niveau BLYP-HS alors que les distances Op-Od sont de 1.45 A et
1.48 A au niveau B3LYP-HS et BLYP-HS, respectivement. Pour la configuration bas-spin,
BLYP (BLYP-LS) présente des distances de 2.34 A, 1.84 A et 1.53 A pour respectivement
Fe-S, Fe-Op et Op-Od. Cette tendance est cohérente avec la sur-hybridation des orbitales
d du fer, ce qui entraine un renforcement de la liaison Fe-Op et un affaiblissement de la

liaison Op-Od.
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Fonctionnelle BLYP PBE B3LYP PBEO

Haut Spin (5/2) 0 0 0 0
Moyen Spin (3/2) -4.5  -3.3 3.3 7.4
Bas Spin (1/2)  -13.9 -10.9 3.0 *

Tableau 3.1 — Energies des géometries & moyen et bas spin par rapport aux géometries
4 haut spin pour les espéces Fe*t—OOH. Les énergies sont exprimées en kcal mol™? et
obtenues avec Gaussian09 [54].(*) les valeurs n’ont pas pu étre obtenues.

Comme indiqué dans le tableau 3.1, la fonctionnelle PBEO a donné des résultats compa-

rables a B3LYP et PBE a BLYP que cela soit géométrique ou énergétique.

Notre choix de la fonctionnelle décrivant correctement 1’état de spin du site actif étant
fait, nous allons utiliser cette fonctionnelle pour tous les calculs au niveau QM dans la
suite de ce travail. BSLYP a été préférée a PBEO car elle a déja été utilisée pour ce systéme
et nous permet ainsi un point ce comparaison. Pour commencer, 'utilisation de modeles
QM représentant le site actif sera utilisé pour déduire les charges des atomes et les forces
représentant 1’élongation de liaisons et la distorsion des angles de valence, nécessaires a
I'obtention de parametres MM. Ces parametres développés permettront la simulation de
I’enzyme au niveau dynamique MM pour effectuer une série d’analyse conformationelle

du site actif et des interactions avec son substrat et le solvant.

3.2 Etude conformationnelle

3.2.1 Développement des parametres MM du site actif

La SOR de Desulfoarculus baarsii contient deux site métalliques non-hémique mononu-
cléaire a fer, le centre désulforedoxine (désigné DX) de type rubrédoxine [FeS,] et le centre
site actif (désigné SOR) [FeN,S,|. Bien que le centre a fer DX soit situé assez loin du site
actif de la SOR (22 A), il a néanmoins été pris en compte pour la construction de nos mo-

deles SOR. On peut noter que son role en catalyse n’est pas encore défini. Des parameétres
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(a) Site DX Fe*" (b) Site SOR Fe**—OOH

Figure 3.1 — Sous-systemes utilisés pour la détermination des forces pour le D. baarsii.
Les couleurs sont, pour les atomes Fe, S, O, N, C et H, respectivement ocre, jaune, rouge,
bleu, gris et blanc. Les carbones surlignés ont été fixés lors de I'optimisation de géométrie.

pour le centre DX existent déja notamment pour le centre de la protéine Desulfovibrio
gigas [124], mais pour assurer une cohérence entre les deux centres métalliques SOR (le
centre DX et le centre SOR), nous avons choisi d’effectuer un paramétrage complet de ces
deux centres en utilisant la méme méthodologie. Pour cela, le protocole décrit dans le cha-
pitre 1 a été utilisé. Le programme MCPB [52] de la suite logicielle AmberTools12 [125] a
été choisi pour déduire les parametres : notre choix s’est porté sur une interaction ligand-
métal décrite par un modele lié. Les constantes de force de liaison et d’angles ont été
déterminées a partir des matrices partielles de la matrice hessienne cartésienne selon la
méthodologie décrite par Seminario [49]. Hoops et al [50] ont montré que les parametres
des diedres n’étaient pas nécessaires pour décrire le centre métallique. Les constantes de
force des angles diedres impliquant le fer ont donc été mises a zéro. Les charges sur les
atomes ont été calculées en utilisant 'approche RESP [44] utilisant le potentiel électro-
statique échantillonné dans le schéma de Merz-Kollman [43]. Suivant le protocole MCPB,
Gaussian03 [126] a été utilisé pour déterminer les forces et Gaussian09 [54] a été utilisé

pour les charges au niveau DFT en utilisant la fonctionnelle BSLYP.
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(a) Site DX Fe*" (b) Site SOR Fe**—OOH

Figure 3.2 — Sous-systemes utilisés pour la détermination des charges pour le D. baarsii.
Les couleurs sont, pour les atomes Fe, S, O, N, C et H, respectivement ocre, jaune,
rouge, bleu, gris et blanc. Les atomes surlignés sont gardés fixés lors de 'optimisation de
géométrie.

Les sous-systemes utilisés pour définir les constantes de force (modele de forces) com-
prennent le fer et la premiere sphere de coordinations. Pour les acides aminés, les chaines
latérales sont conservées et le C, est remplacé par un groupement méthyl. Pour le centre
DX, la premiere sphere est constituée des quatre cystéines. Pour le centre SOR, elle est
constituée de quatre histidines, d'une cystéine et du ligand (OO™ ou OOH). Les sous-
systemes sont représentés figure 3.1. Les structures des sites actifs ont été extraites de
la chaine B de la structure présente dans l'entrée PDB 2JI3 [24] et une optimisation de
la géométrie a été réalisée pour tous les atomes (fer et premieére sphere de coordiation)
au niveau B3LYP [32-34]/6-314+-G(d) [59-66] avec les carbones alpha fixés a leur posi-
tion cristallographique. Les matrices hessiennes ont été déterminées via des calculs de
fréquence harmonique, ce qui a également permis de confirmer que les structures sont des
minima réels de la surface d’énergie potentielle. Les constantes de forces ainsi obtenues

pour les trois sites actifs sont répertoriés dans les SI de [127].

Pour déterminer les charges atomiques, un modele plus conséquent comportant plus
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d’atomes a été utilisé (modele charges, voir la figure 3.2). Les acides aminés de la pre-
miere sphere de coordination sont inclus en entier. L’ajout de groupe N-méthylamide aux
extrémités C-terminales ou de groupe acétyl aux extrémités N-terminales comme cap-
ping group assure la cohérence avec la procédure d’ajustement des charges utilisée dans
FF9X [35] pour les acides aminés standards. Une optimisation de la géométrie a également
été effectuée au niveau B3LYP/6-31G(d) en fixant les atomes C-N-O-C du squelette suivi
d’un calcul de fréquence. Les charges de Mulliken ont été calculées au niveau B3LYP /6-
311G(d,p) [62,64,128-131] et ont été ajustées en deux étapes. Un premier ajustement sans
aucune contrainte sur les charges a été effectué. Un deuxieme ajustement avec 'inclusion
des charges sur les atomes du squelette (y compris les hydrogenes) des acides aminés
contraints a leurs valeurs répertoriées dans Amber FF94 [35]. En outre, dans cette étape,
la charge sur le fer a été fixée a la valeur trouvée dans la premiere étape d’ajustement pout

étre a la fois cohérent avec qre et gaa(ameer)- Les charges ainsi obtenues sont répertoriées

dans les SI de [127].

Les parameétres non liés de van der Waals ont été extraits a partir de la référence [132] pour
I'ion Fe?T et de la référence [133] pour l'ion Fe*™. Apres cette procédure, trois ensembles
de parametres (forces, charges et parametres de Van der Waals) ont été obtenus pour le
centre DX (le centre de fer est & I'état d’oxydation formel Fe*" et & haut spin) et pour les

deux états du site actif SOR (SOR-Fe*™=00" et SOR-Fe’*—OO0OH).

Pour le site DX, les constantes de force obtenues avec ces modeles sont proche de celles
proposées par Carvalho et al [124]. Par exemple, la distance d’équilibre de liaison pour
la distance de Fe-Scc est de 2.32 A dans ce travail avec une constante de force de ~
78.1 keal molt A2 pour chacun des quatre cystéines liantes en accord avec le travail de

Carvalho et al.

Pour le site actif de la SOR, deux ensembles de parametres ont été déduits selon la nature
des intermédiaires de réaction. Un premier ensemble a donc été déterminé pour 'espece

Fe*™—00" et un second pour 'espéce Fe*t—OOH. On peut remarquer deux différences
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majeures entre les deux ensembles de parametres. Tout d’abord, la constante de force
pour la liaison Fe-Op est plus grande dans la structure Fe*™—OOH que dans celle de
Fe*"—00", respectivement 76.4 kcal mol™ A2 et 25.5 mol? A2. En toute logique, les
distances d’équilibre Fe-Op sont de 2.0 A et de 2.2 A, respectivement pour les espéces
Fe*™—OO0H et Fe*t—00"". Par ailleurs, les distances de liaison Op-Od différent entre les
deux structures. Dans Fe*"—00"", la distance d’équilibre est de 1.33 A avec une constante
de force de 483.1 keal mol™! A2, tandis que les valeurs correspondantes dans Fe**—OOH
sont respectivement de 1.46 A et 265.5 kcal mol™ A-2. Ces différences sont cohérentes avec
évolution d’une espece Fe?™ 00" vers une espéce Fe*™—OO0H, comme cela a déja été
souligné par les calculs de QM antérieurs [23] : un renforcement de la liaison Fe-Op et un

affaiblissement de la liaison Op-Od.

3.2.2 Validation des parameétres et conformation du site actif

Pour vérifier la stabilité de ces trois ensembles de parametres (Fi e*T—00", F*™~0O0H et
DX), et pour étudier la conformation des sites actifs de la SOR ainsi que la structure de
la 2°d¢ sphere de coordination et de solvation, des simulations de dynamique moléculaire
classique en solvatation explicite (eau) ont été conduites sur le dimere de SOR comprenant
les chaines A et B, extraites de la structure aux rayons-X 2JI3 [24]. Afin de simuler la forme
sauvage, l'acide aminé Ala''* du mutant G114A a été reremplacé par un résidu Glu (PDB :
21J1 [24]). Les deux systemes (SOR-Fe’*—00" 4+DX et SOR-Fe*"—OOH+DX) ont été
simulés. La charge totale de chaque systéme a été neutralisée par ajout d’ions Nat puis le
tout solvaté dans une boite d’eau cubique de molécules d’eau (les parametres TIP3P [134]
ont été choisi pour représenter ’eau), en considérant une couche de solvatation de 8.0 A
Les trajectoires de la dynamique moléculaire ont été réalisées en utilisant le programme
Amberl2 [125] avec le champ de force Amber FF99SB [135]. Des conditions périodiques
ont été appliquées via la méthode Smooth Particle Mesh Fwald [136,137] pour la prise en

compte des interactions non liantes avec un seuil de 10 A. Aprés préparation du systéme
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(Protéine+contre-ions+eau), il a été minimisé en deux étapes : une premiere minimisation
avec la protéine fixée par une contrainte harmonique avec une constante de force globale
de 500 kcal mol™ A2 afin de minimiser le solvant et de supprimer les contacts proches. La
deuxieme minimisation a été effectuée sans aucune contrainte. Pour toutes les simulations
de dynamique moléculaire subséquentes, un pas de temps de 0.5 fs a été utilisé, dans un
souci de cohérence avec les dynamiques QM /MM (ot le méme pas de temps sera utilisé).
Apres ces deux minimisations, le systeme a été chauffé pendant 25 ps pour atteindre une
température d’équilibre de 300 K, en utilisant un thermostat de Langevin [138,139] et
une constante de friction de 5 fs! dans 1’ensemble NVT. Cette étape a été suivie par
975 ps d’équilibration dans I’ensemble NPT, conduisant a une densité du systeme de 1.
La dynamique dite 'de production’ a ensuite été réalisée de nouveau dans ’ensemble NV'T

pour une durée de 100 ns.

Parce que la structure la SOR de D. baarsii est homodimerique [24] (c.-a-d. la présence des
chaines A et B dans PDB 2J13), ’échantillonnage a été doublé pour chaque site actif SOR
(deux chaines par simulation) et quadruplé pour le site DX (deux chaines par simulation
et deux simulations : une pour chaque état de site actif SOR). Cela signifie que le temps
d’échantillonnage équivalent est de 400 ns (2 x 2 x 100) pour le site DX et 200 ns (2 x
100) pour chacun des états du site SOR. (Fe*t—00" et Fe®*—OO0H). L’écart quadratique
moyen (Root-Mean-Square Deviation ou RMSD) pour certaines distances importantes ont
été calculés a partir des 100 ns de la dynamique moléculaire ainsi produite et sont présentés
figure 3.3. Il apparait que le RMSD pour tous les atomes de la protéine reste stable pour
le temps de simulation avec une valeur inférieure & 1.8 A (Fig. 3.3 d, en rouge) et &4 0.5 A
pour chacun des sites actifs en moyenne des deux chaines (c.-a-d. le centre métallique
et les acides aminés directement liés a celui-ci, Fig. 3.3 a, b et ¢, en noir ). Cela tend a
montrer que les différentes simulations ont toutes été faites a 1’équilibre, permettant un

échantillonnage statistique de qualité.
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Le site DX. Pour évaluer la validité des parametres DX, nous avons comparé notre
travail avec des résultats expérimentaux précédents ainsi que des calculs théoriques. Pour
les données expérimentales, deux structures rayons X ont été utilisées : le centre DX
présent dans la structure de la SOR de D. baarsii avec la forme intermédiaire Fe**—OOH
(structure 2J13) et celui présent dans la désulforedoxine de D. gigas (structure 1DXG)
obtenue par Archer et al [12]. Aussi, nous avons comparé nos résultats au travail théorique
précédent de Carvalho et al [124], qui a développé la paramétrisation pour le centre a fer
DX de D. gigas (1IDXG). Notez que le centre DX est le seul centre métallique présent dans
1DXG. Notre ensemble de parametres permet une bonne description du centre DX dans la
SOR de D. baarsii et est en accord avec celui de la désulforedoxine de D. gigas. La distance
moyenne Fe-S sur les quatre liaisons obtenue via nos calculs est de 2.30 £ 0.06 A, ce qui
est en accord avec les deux structures cristallines. En effet, les distances moyennes de Fe-S
sont de 2.27 A pour la structure 2JI3 et de 2.29 A pour la structure 1DXG [124] (valeurs
moyennées sur les quatre liaisons Fe-S et les 2 chaines). Cette distance Fe-S correspond
également aux résultats des simulations de Carvalho et al [124] donnant une distance Fe-S
de 2.30 &+ 0.06 A. En analysant de maniére distincte les séquences CC et CXXC pour les
angles, nous avons trouvé 108.3 & 3.6 ° et 106.0 £ 3.7 ° repectivement pour les angles Fe-
Scc-C et Fe-Scxxc-C. Les valeurs moyennes obtenues a partir des structures des rayons
X sont 107.2 ° et 105.2 ° pour la structure 2JI3 et 107.1 ° et 103.6° pour la structure
1DXG. Carvalho a obtenu des valeurs de 109.3 £ 3.4° dans le motif CC et 105.4 £ 3.4°
dans le motif CXXC. Comme indiqué précédemment, les angles Fe-S-C pour les cystéines
vicinales sont légerement supérieurs a ceux pour les cystéines séparées par deux acides
aminés. En étudiant le réseau de liaisons hydrogenes autour des atomes de soufre des
cystéines liantes et du squelette (les valeurs sont rapportées dans le tableau 3.2), nous
pouvons voir qu’il est en accord avec le réseau de liaisons hydrogene de la désulforedoxine
de Desulfovibrio gigas rapportées par Archer et al [12,140] dans son travail expérimental
ainsi qu’avec le travail théorique de Carvalho et al [124]. Malgré une séquence peptidique

différente, nous avons trouvé le méme réseau de liaisons hydrogenes entre les atomes
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Dist. Dist. Angl

Chaine  Accepteur Donneur ° IS R
H-A (A) N-A(A) D-H-A (9
Sexxe Cys!®  H Val'2 N Val'2 270 £0.3 355+02 144+ 12
A Scxxc Cyst? H Cys'? N Cys'? 277+ 04 3.62+0.3 146 £+ 19

Soxxc Cys'®  H Asnl® N Asn'® 277 £ 0.2 3.66 £0.2 149 & 11
Scc Cys®  HD2 Asn'® ND2 Asn'® 245 4+ 04 3.40 £+ 0.3 161 + 13
Sexxc Cys!®  H Vall4! N Val'sl 268 £0.3 353402 143 + 13
Sexxc Cys'®  H Cys!42 N Cys'2 274404 3.60+ 0.3 147 + 19
Sexxc Cys'#2 H Asn# N Asn'¥ 279402 3.68+02 149 + 12
Sce Cys!®  HD2 Asn'# ND2 Asn!# 248 £ 04 3434+ 0.3 161 + 14

Tableau 3.2 — Liaisons hydrogene entre les atomes de soufre des cystéines du centre DX
et les groupes amides des acides aminés voisins (squelette peptidique).

de soufre des cystéines et le squelette peptidique (ou la chaine latérale) acides aminés
voisins. Pour la chaine A, il existe une liaison hydrogéne entre le groupe amide de Val'? et
Scys10, qui se retrouve dans la désulforédoxine de Desulfovibrio gigas comme une liaison
hydrogene entre Leu'? et Sgyso. Une liaison hydrogéne entre le groupe amide de Cys'? et
Scysio correspond a une liaison hydrogene entre Cys'? et Scysg. En outre, il existe deux
liaisons hydrogénes formées par I’Asn'® : une avec ’amide de son squelette peptidique

via le soufre Scysi et la deuxieme avec I'amide de sa chaine latérale via le soufre Scysag

14 et SCysl?/SCy528)~

(respectivement équivalentes aux deux liaison H formées entre Gln
Nous pouvons également noter que le site DX de la chaine A et celui de la chaine B sont

identiques.

En ce qui concerne 'interaction entre le site actif DX et le solvant (I'eau), Scysso est 1ié
50% du temps de simulation a un grand nombre de molécules d’eau possédant un temps
de résidence faible (40 ps) car le soufre est tres accessible au solvant Il est important de
noter qu’il y a qu’une seule molécule d’eau liée a la fois. Pour Scygi0, le soufre est au
bout d'une poche provoquant un encombrement stérique empéchant la libre circulation
des molécules d’eau. Ainsi, dans ce cas, 'occupation moyenne est seulement de 10% du

temps, mais contrairement a Scys30, seulement par un petit nombre de molécules d’eau
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différentes, chacune d’entre elles ayant un temps de résidence autour de 5 ns. Comme
pour le cas de Scysgo, une seule molécule d’eau est liée. Les deux autres atomes de soufre
(Scys13 €t Scys29) ne sont pas exposés au solvant, de sorte qu’aucune liaison hydrogene
avec le solvant n’a été trouvée. Le comportant du site actif au sein de la chaine B est en

tout point analogue.

Le site Fe**—0O0"". En raison de I'absence de donnée cristallographique directe, les
structures obtenues au cours des simulations du site actif SOR dans son état superoxyde
ferreux ne peuvent étre uniquement comparées aux modeles QM précédents décrits dans
la littérature. Deux modeles QM ont été considérés. Un petit modele de Sit et al [22] (56
atomes, ou les histidines sont coupées en Cg et la cystéine en thiolate de méthyle - en
phase gaz) et un plus grand de Tremey et al [23] (87 atomes avec une prise en compte de
liaison hydrogene avec le soufre, des histidines coupées en C,, la cysteine et les atomes du
squelette entre Cys'® et His''? (Asn!'!" Tle'!'®)(modele C) - avec solvant implicite). Les
deux modeles ont utilisé la fonctionnelle BSLYP avec une base de qualité DZVP. Pour la
distance de liaison Fe-S, nous rapportons des valeurs de 2.49 + 0.1 A pour la chaine A et
2.47 + 0.1 A pour la chaine B. Pour les calculs QM, le petit modele [22] annonce une valeur
de 2.50 A et le grand [23] de 2.71 A. Pour la liaison Fe-Op, les petits et grands modeles QM
rapporte respectivement des valeurs de 2.27 A et 2.20 A, nous avons obtenu une valeur
moyenne de 2.31 + 0.11 A. Pour la liaison Op-Od et I’angle Fe-Op-Od, nous avons obtenu
des valeurs de 1.33 & 0.0 A et 136 + 7°. Pour les calculs QM, le petit modéle annonce des
valeurs de 1.34 A et 128.6 ° et le grand modele 1.34 A et 125.5°. Cette fluctuation peut
s’expliquer par le fait que les parametres MM que nous avons développé et les modeles
QM antérieurs étaient basés sur des structures rayons X de la forme naturelle (forme
sauvage WT dans la strcuture 2JI1 correspondant a Fe*™, pour le grand modele) ou d'un
intermédiaire muté (mutant E114A dans la structure 2JI3 correspondant a Fe**—OOH,
pour ce travail et le petit modele). Néanmoins, nous pouvons noter que la corrélation

indiquée dans la référence [23] entre les deux liaisons reste conservée : le raccourcissement
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Dist. Dist. Angle
H-A (A) N-A(A) D-H-A ()

Chaine Accepteur Donneur

SCys''6  HIle'' NIle! 221 +01 328401 160+9
SCys!6  H His'® N His''® 2234+ 0.1 3.214+0.1 164 =+ 10
SCys?5  HIle**” N Ile**” 227 +0.1 323+0.1 158+38
SCys2%  H His™® N His®® 221 +0.1 32001 166+9

Tableau 3.3 — Liaisons hydrogene entre les atomes de soufre de la cystéine du centre SOR
Fe’™—00" et les groupes amides des acides aminés voisins (squelette).

de la liaison Fe-S dans ce modele MM implique un allongement de la liaison Fe-Op. Cet
effet trans a été montré et est modulé par la présence d’un réseau de liaison hydrogene
autour de 'atome de soufre qui affecte 'interaction Fe-S ce qui affecte a son tour les
propriétés (géométries, réactivité) de la partie Fe—OO(H) [23]. Nous avons donc étudié
le réseau de liaison hydrogene avec le soufre axial du site actif et du squelette. Dans nos
simulations, les groupes amide du squelette d’Ile!'® et His''® font des liaisons hydrogéne
avec le soufre avec un taux d’occupation de 39% et 35%, respectivement, pour le site de la
chaine A. Pour le site de la chaine B, on trouve des valeurs de 24% et 62%. Les longueurs

et les angles de ces liaisons hydrogene sont présentés dans le tableau 3.3.

Le site Fe**—OOH. Nos valeurs calculées pour le site Fe>*—~OOH ont été comparées
aux données cristallographiques de la structure 2JI3 [24], au petit modele de Sit et al [22]
(composé de 45 atomes, les histidines étant représentées par des imidazoles et la cystéine
par un thiolate de méthyle, en phase gazeuse) et a celui de Tremey et al [23] de 88
atomes, C, des histidines, cysteine et les atomes de squelette entre Cys116 et His119
(modele C dans la référence [23]) - eau implicite). Le tableau 3.4 regroupe les distances
caractéristiques pour le site actif sous sa forme Fe**—OOH, déterminée & partir de nos

calculs, la structure cristallographique 2JI3 et les deux modeles QM.

Pour la liaison Fe-S, nous avons obtenu une valeur de 2.42 + 0.1 A. La distance moyenne
dans la structure 2JI3 est de 2.53 & 0.1 A [24]. Le grand modele QM a une valeur de

2.53 A [23]. Aucune valeur n’a été indiquée pour le modele de Sit et al [22]. La distance
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Distance (A) Fe-Op S-Fe Op-Od
Ce travail (moyenne) 204 £0.1 242 +0.1 1.47 £ 0.0
Tremey et al [23] 1.99 2.52 1.44
Sit et al [22] 2.00 1.47

Structure 2JI3 [24] (moyenne) 2.00 £ 0.1 253 £0.1  1.47 + 0.0

Angle (°) Fe-Op-Od  Op-Od-Hd C3-S-Op-Od  Fe-Op-Od-Hd
Ce travail (moyenne) 126 £ 5 107 £5 -50 £ 21 -126 £ 56
Tremey et al [23] 119.1 100.7 105.1 -171.1
Sit et al [22] 123.9
Structure 2J13 [24] 125 £3 128 £ 15

Tableau 3.4 — Distances et angles importants (courbure et diedre) pour les especes
Fe*™~OOH & partir de nos simulations (moyenne), des modeles QM et de la structure
2JI3 (moyenne sur les trois chaines (hydro)peroxo).

Fe-Op est de 2.04 + 0.1 A dans nos simulations. Dans la structure cristalline, la distance
Fe-Op est de 2.00 £+ 0.1 A tandis qu’avec le petit modele QM une valeur de 2.00 A est
obtenue et avec le grand modele, une valeur de 1.99 A. Pour I'angle Fe-Op-Od, nous
avons trouvé une valeur de 126 £ 5°, ce qui est proche de la valeur expérimentale de
125 £ 3° [24]. Des valeurs de 123.9° pour le petit modele [22] et 119.1° pour le grand
modele [23] ont été signalées. Dans 1’ensemble, ces données montrent que nos parametres
conservent tres bien la structure du site actif SOR, qui se révele équivalent pour la chaine
A et la chalne B. La valeur de I'angle diedre Cg-S-Op-Od sera discutée plus loin dans ce

manuscrit.

Le réseau de liaisons hydrogene avec le soufre de la cystéine a également été étudié pour
notre modele. De la méme maniére que le site Fe** —00" intermédiaire, nous avons trouvé
que les résidus Ile!® et His'' sont engagés avec le le soufre dans un réseau de liaisons
hydrogene wia la fonction amide (N—H) du squelette peptidique. Dans la chaine A, les
implications de Ile!'® et His''? via des liaisons hydrogeéne avec le soufre sont respectivement

de 26% et 65% du temps de simulation, tandis que pour le site de la chaine B, les valeurs
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Dist. Dist. Angl
Accepteur Donneur ® ° Hete
H-A (A) N-A(A) D-H-A ()
Chatne A SCys!16 HIle'™ NIe'® 234402 327+0.1 153 £ 10
SCys'6  H His'?® N His!?®® 2204+ 0.1 3.17£0.1 162+ 11
Chaine B SCys?4 H le**” N Ile**” 246+ 02 339+02 154+ 11
in
SCys2%  H His® N His®® 230+ 0.2 3244+ 02 157 + 15
Structure  SCys!'®  HIle'® N Ile!'® 3.41 £0.1
2J13 [24]  SCys'®  H His"® N His'! 3.20 + 0.1

Tableau 3.5 — Liaisons hydrogene entre les atomes de soufre de la cystéine du centre SOR
Fe’*—OOH et les groupes amides des acides aminés voisins (squelette).

correspondantes sont de 30% et 50% du temps. Les distances et les angles pertinents
sont rapportés dans le tableau 3.5. Nous pouvons noter que nos simulations n’ont montré

aucune différence majeure entre les sites des chaines A et B.

La grande cohérence de nos simulations avec les structures obtenues expérimentalement
ou celles obtenues avec des modeles QM, nous permet donc de valider les parameétres
obtenus pour les sites DX, Fe?*—00" et Fe*™—OOH. Les simulations effectuées sont

donc exportées dans la suite de cette these pour étudier les propriétés du site de la SOR.

3.2.3 Liaisons hydrogenes : interactions avec le substrat

Du fait de la position treés accessible au solvant du site actif de la SOR (situé en surface
de Penzyme), il est donc important d’étudier la structuration du solvant autour de ce
dernier : la structure cristallographique de Pespece Fe**—OOH [24] nous montre une
proximité entre des molécules d’eau, Lys*® et le ligand OOH. Au cours de nos simulations
de dynamiques au niveau MM, nous avons trouvé que Lys*® interagissait bien avec les

intermédiaires Fell-superoxyde ou Fe!'-hydroperoxyde (Figure 3.4) soit directement, soit

indirectement via une ou plusieurs molécules d’eau pontantes.

En considérant le réseau de liaisons hydrogene entre la lysine et le ligand OO" ou OOH,
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(a) (b) (0

Figure 3.4 — (a) «directer. (b) «une HyO pontante». (c¢) «deux HyO pontantes».

trois arrangements différents ont été jugés pertinents. Le premier implique une interaction
directe de la lysine avec les intermédiaires et sera nommé «directe». Le second, une molé-
cule d’eau s’insere entre la lysine et les intermédiaires et est nommé «une H,O pontante».
Dans le troisieme, deux molécules interstitielles d’eau sont impliquées entre la lysine et
les intermédiaires, noté «deux H,O pontantesy. La figure 3.4 représente les exemples de

ces conformations pour le systeme Fe?*—OOH.

A partir des simulations de dynamiques moléculaire d’une durée de 100 ns, nous avons
extrait des géométries toutes les 12.5 ps, générant ainsi 8000 structures. L’analyse décrite

ci-dessous ne montre pas de statistiques différentes entre les chaines A et B.

Pour définir les liaisons hydrogene (X-H...Y), nous avons utilisé les critéres suivants. La
longueur de liaison entre un atome d’hydrogene et un atome lourd donneur (azote ou oxy-
géne) maximale a été fixée a 1.1 A. Celle maximale entre un hydrogéne et un atome lourd
accepteur (azote ou oxygene) a été fixée a 2.2 A. La distance entre deux atomes lourds,
donneur et accepteur, est de 3.3 A. L’analyse de ces liaisons hydrogéne a été effectuée
avec le programme VMD, soit en utilisant le plugin Hydrogen Bonds (appelé "plugin"),

soit par un script reprenant les critéres énoncés ci-dessus et appelé "notre méthode".
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Pour la conformation «directe», notre méthode est la suivante : I'oxygene (proximal ou
distal) doit étre situé au maximum & 2.2 A d’un atome d’hydrogene (Hy) appartenant
au groupe NH;" de la lysine 48 et au maximum & 3.3 A de Patome d’azote (Nyys) appar-
tenant au méme groupe NH;". Nous avons également utilisé le plugin avec une distance
de 3.3 A pour la distance donneur (Nyy) - accepteur (Op/Od) avec un seuil d’angle de
40°. Les résultats obtenus par les deux méthodes d’analyse ont conduit au méme nombre

de conformations «directey.

Pour la conformation «une H,O pontante», seule notre méthode a été utilisée sous la forme
suivante : Poxygene (Op ou Od) doit étre situé au maximum & 2.2 A d’un hydrogene (Hy)
appartenant & une molécule d’eau et au maximum a 3.3 A de 'oxygene (Ow;) de cette
méme molécule d’eau (avec une distance maximale de 1.1 A entre Hyy et Ow1). L’atome
Ow; doit lui étre situé a des distances maximales de 2.2 A d’un atome Hiys et de 3.3 A

de 'atome Niy.

Notre méthode a également été utilisée pour la conformation a «deux H,O pontantes» :
oxygene (Op ou Od) doit étre situé au maximum & 2.2 A d’un hydrogene (Hy;) appar-
tenant & une molécule d’eau et au maximum & 3.3 A de 'oxygene (Ow;) de cette méme
molécule d’eau (avec une distance maximale de 1.1 A entre Hy et Ow1). L’atome Owy
doit lui étre situé a des distances maximales de 2.2 A d’un atome d’hydrogene (Hyys)
appartenant & une autre molécule d’eau et & 3.3 A de 'oxygeéne (Ows) appartenant a la
méme molécule d’eau (avec une distance maximale de 1.1 A entre Hyyo et Owy. L’atome
Ows doit lui étre situé a des distances maximales de 2.2 A d’un atome Hiys et de 3.3 A

de I'atome Niy.

Les criteres d’une liaison hydrogene est habituellement définis par une couple longueur
de liaison (Donneur-Accepteur) et un angle (Donneur-Hydrogene-Accepteur), or pour le
réseau de liaison hydrogene avec le substrat, notre analyse implique deux ou trois liaisons
hydrogene en chaine, aussi nous justifions notre choix par le fait qu’il était plus aisé de

traiter plusieurs liaisons (via des distances maximales) qu'un mélange de longueur de
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. Fe’*—00"™ Fe**—OOH
conformations
Op Od Op Od
«directen 0.11% 1.97%  0.08%  0.21%
«une H,O pontantey 6.43% 18.97% 1.72% 1.18%
«deux H,O pontantes» 11.12% 15.72% 18.11% 11.60%
«total avec lysine» 18% 37% 20% 13%
«sans lysiney 38% 25% 56% 17%

«aucune liaison hydrogene» — 44% 38% 24% 70%

Tableau 3.6 — Occurences des conformations pour les intermédiaires Fe*™—00" et
Fe*™—~OOH. Les occurences considérent uniquement les oxygenes en tant qu’accepteur
de liaisons hydrogene.

liaison et d’angles. En outre, pour chaque liaison hydrogene, trois distances sont utilisées
) )

comme criteres, ce qui permet d’éviter de répertorier des conformations non pertinentes.
En effet, parmi les 127 occurrences retenues pour la conformation Lys*®-eau-substrat («une
H,0O pontante» ), seulement cing possedent un angle inférieur & 140° (critere habituel [141])
et parmi ces cing, une seule possede un angle inférieur a 138° avec une valeur de 126°.
Pour le «deux H;O pontantes», une vérification aléatoire, environ une structure sur 50

2 ) ) )
parmi les occurrences de conformation n’a montrée aucune structure non-pertinente suite

a des angles aberrants.

Le tableau 3.6 décrit les occurrences des trois conformations («directe», «une HyO pon-
tante» et «deux HyO pontantesy) ainsi que la conformation ou les oxygenes forment une
liaison hydrogene avec une molécule de solvant sans interaction directe avec la lysine (i.e.

a plus de 2 molécules d’eau) ainsi que des conformations sans liaisons hydrogene.

Le site Fe?™—00"". La conformation «directe» est présente environ vingt fois moins
par rapport aux deux motifs pontés. Cette interaction «directe» peut étre faite avec
les deux atomes d’oxygene du substrat (oxygene proximal et distal) mais a lieu plus
souvent avec 'oxygene distal plutdét qu’avec le proximal. Avec une ou deux molécules
d’eau pontantes, I'oxygene distal est également favorisé en tant qu’accepteur de liaison

hydrogene. Il est important de noter que lorsqu’une liaison hydrogene se forme entre un
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donneur et I'oxygene proximal, elle est également présente avec 'oxygene distal, les liaisons
hydrogenes avec 'oxygene proximal ne sont donc pas, la pluspart du temps, uniques.
L’inverse, 'affirmation qu'une liaison hydrogene avec le distal forme également une liaison
hydrogene avec le proximal n’est pas vraie : environ deux tiers de liaisons hydrogenes
avec I'oxygene distal sont uniques. Ceci est cohérent avec le fait que 1'oxygene proximal
est plus accessible au solvant (i.e. en "bout' de substrat). Par ailleurs, les charges des
deux oxygenes sont différentes (cf. SI de [127]) : la charge de l'oxygene distal est plus
négative que celle de 'oxygene proximal. Cette distribution est cohérente avec le fait que
I'oxygene distal est 'oxygene protoné lors de la premiere étape de protonation pour former
I'intermédiare Fe-hydroperoxo [20,24,142]. En outre, les résultats expérimentaux tendent
a montrer que la Lys*® a un role important, mais non-essentiel [23] dans cette premiere
étape de protonation comme donneur de protons [22]. Pour l'oxygene distal, 37% des
conformations impliquent une interaction avec Lys*®, directement ou indirectement (via
des molécules d’eau pontantes) alors que seulement 25% des conformations se font sans

lysine.

Le site Fe>™—0OO0OH. Pour les espéces Fe*T-hydroperoxyde, la conformation «directey
entre Lys®® avec le ligand OOH est trés rare comparées aux interactions impliquant une
ou deux molécules d’eau pontantes. Etant déja protoné dans cet intermédiaire, oxygeéne
distal est tres peu impliqué en tant qu’accepteur de liaisons hydrogene par rapport a
état Fe*-superoxyde (70% des conformations sont sans liaisons hydrogene). D’autre
part, 'oxygeéne proximal quant a lui est un accepteur de liaisons hydrogene avec des
molécules d’eau sans implication de Lys*® pour 56% des conformations. Lorsque Lys*® est
impliquée avec ou sans molécule d’eau pontante, la répartition est similaire a celle obtenue
pour le systéme Fe?t-superoxyde. Cependant, la proportion de «deux H,O pontantes» est
plus élevée pour Poxygene proximal de la forme Fe®T-hydroperoxyde (18%) par rapport a
la forme Fe**-superoxyde (11%). L’hydrogéne porté par 'oxygéne distal lui est toujours en

liaison hydrogene avec une molécule d’eau (97% du temps de simulation, indépendamment
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(@)

Figure 3.5 — Conformations du Fe’*—OOH avec différentes valeurs de 'angle diedre Cg-S-
Op-Od. (a) A partir de la structure cristallographique 2JI3, avec un diedre Cp-S-Op-0Od
est égal a 128 ° (b) Simulation «directe» de lysine avec un angle diedre de 120 ° C-S-Op-
Od. (c) Simulation «une H,O pontante» et avec un angle diedre de -50 ° C3-S-Op-Od. Les
conformations sont représentées avec une représentation de surface accessible au solvant.

des conformations décrites dans le tableau 3.6), ce qui fait que l'oxygene distal devient

principalement donneur de liaisons hydrogene et non plus accepteur.

Dans I’ensemble, méme si la lysine 48 a une interaction directe ou indirecte avec le ligand
“OOH, les conformations n’impliquant pas ce résidu directement (& plus de deux molécules
d’eau) dominent clairement. Outre I’étude du réseau de liaison hydrogene lui-méme, une
corrélation intéressante entre la valeur de I'angle diedre Cg-S-Op-Od et 'apparition de la
conformation «directe» (lysine uniquement) a été notée. Alors que l'angle diedre Cg-S-
Op-Od peut adopter deux valeurs spécifiques dans nos simulations (Figure 3.5), ~ 120°
(b) et &~ -50° (c), une seule valeur autour de 128° (a) se trouve dans la structure cristallo-
graphique 2JI3 [24]. Dans les simulations de dynamique moléculaires, cette conformation
a 120° ne se produit que lorsque la lysine 48 est en liaison directe avec 'hydroperoxyde,
ce qui est un événement relativement rare (moins de 0.2%). On peut également noter que
la conformation a 120° est plus flexible (I’amplitude est plus large) que la conformation a

-50°.

Dans la conformation & 120° (Figure 3.5, b), le ligand "OOH est en position «extérieurey,
ce qui le rend facilement accessible pour la lysine pour engager une liaison hydrogene

directe. L’agencement de l’environnement autour de la lysine donne une surface accessible
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au solvant avec une cavité plus étroite. Dans la conformation a -50° (Figure 3.5, c), le
ligand OOH pointe vers la lysine, ce qui rend 'oxygene proximal plus facilement accessible
aux molécules d’eau, avec la lysine a proximité pour former un pont. Dans ce cas, la cavité
est plus exposée au solvant. Alors que la conformation a -50° est la plus prépondérante
dans nos simulations, la conformation a 120° est elle observée dans la structure des rayons
X, cela pourrait étre lié a une stabilisation de ’énergie de cristallisation due au phénomeéne
de "packing" [143,144], favorisant un empilement plus compact. La confirmation de 120°
néanmoins est présente dans nos simulations et avec une conformation de la lysine en

accord avec les données cristallographiques.

Ces données extraites de simulations de dynamiques moléculaires ont soulignées 1'impor-
tance de la lysine dans la premiere étape (sur 'oxygene distal, premier oxygene protoné
dans le cycle) et la seconde étape (sur 'oxygene proximal, second oxygene protoné don-
nant formation au peroxyde d’hydrogene). Ces conformations spécifiques seront utilisées
comme point de départ pour une analyse de la réactivité de la seconde étape de protona-

tion de I'enzyme dans sa forme naturelle.

3.3 Reéactivité native

Comme souligné précédemment, le processus de protonation de Uintermédiaire Fe*t—OOH
est considéré comme une étape clé du cycle catalytique de la SOR pour former le pro-
duit de réaction HyO,. En effet, le site actif de la SOR permet la formation de H50,
par la protonation spécifique de l'oxygene proximal, initialement lié au fer dans les es-
peces Fe*t—OOH. 11 faut souligner que la protonation de 'oxygene distal d’une espéce
Fe*™—OOH pourrait conduire & un clivage de la liaison O-O et & la formation d’espéces
Fe=0 a haut degré d’oxydation, comme cela se produit au cours du cycle catalytique des
oxygénases comme le cytochrome P450 [30]. Dans ce dernier cas, la formation des espéces

fer-oxo a haut degré d’oxydation permet la catalyse de I'oxydation et de I'oxygénation de
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différents substrats. Ainsi I’étude et la compréhension du processus de la protonation de
Iintermédiaire Fe®™—OOH revét un intérét fondamental afin de comprendre la spécificité

de la SOR comme n’étant pas une enzyme de type oxygénase classique.

Les simulations de dynamique moléculaire ont montré que Lys*® interagit fortement, soit
directement, soit via un réseau de liaison hydrogene, avec 'hydroperoxyde intermédiaire.
En conjonction avec les données expérimentales [24,29,145], nos résultats nous ont permis
de considérer que ce résidu est la source ou le relais de proton final dans le mécanisme
de protonation. Pour étudier la formation du produit de réaction de la SOR, HyO,, nous
nous sommes concentrés sur le mécanisme de transfert de protons de la partie NH;" de

Lys*® a I'hydroperoxyde OOH au moyen de la métadynamique (au niveau QM /MM).

Deux conformations de départ ont été envisagées. Une premiere avec la conformation «di-
recte» avec la partie NH;" de la lysine 48 directement en interaction avec I'hydroperoxyde
(c’est-a-dire que la lysine 48 est la source directe de proton) et une seconde avec une
molécule d’eau intercalée entre les deux («une H,O pontantey»). Nous soumettons I’hy-
pothese que cette conformation («une H,O pontante») est représentative de toutes celles

qui impliques plusieurs molécules d’eau (via des sauts de protons).

3.3.1 Mise en place d’une méthodologie QM /MM : DFT hy-

bride + MM

Comme il a été noté précédemment la configuration électronique du fer du site actif
est haut spin et pour sa description correcte, il est nécessaire soit d’utiliser un poten-
tiel de Hubbard ou une fonctionnelle avec de ’échange Hartree-Fock (dite hybride). La
fonctionnelle B3LYP ayant donné pour les petits modeles, des résultats cohérents (géo-
métriquement et électroniquement) que ce soit dans cette étude (pour le dévelopement
des parametres MM) ou dans la littérature [19, 23], nous avons donc choisi d’entreprendre

des simulations QM /MM avec cette fonctionnelle pour la partie QM et le champ de
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Figure 3.6 — Energie potentielle en fonction du temps des conformations «une H,O pon-
tante» (a) et «directex» (b).

force AMBER précédemment utilisé pour la partie MM. Pour explorer les mécanismes
de réaction le long de I'étape de protonation des intermédiaires de SOR Fe?™—OOH, une
série de simulations de dynamique QM/MM [70] ont été exécutées avec le programme

CP2K [146,147).

Dans toutes les simulations QM /MM, la partie QM (provenant d’un seul site SOR Fe>*—OOH
d’une seule chaine, A ou B) est constituée du fer ferrique, du substrat hydroperoxyde, des
chaines latérales des résidus His®, His%®, His™, His''? et Cys!® (c.-a-d. la premiére sphere
de coordination du métal) et celle de Lys*®. Toutes les molécules d’eau a une distance de
inférieure & 5 A du ligand hydroperoxyde ainsi que celles & 3 A du groupe NH;" de Lys*®
ont également été considérées. La frontiere QM /MM, entre les C, et Cz des cing acides
aminés liant le Fe, et la Lys®®, a été traitée en utilisant la méthode du link atom [71]. Le
schéma GEEP [72,73] a été utilisé pour calculer les interactions QM/MM. La boite QM
est fixée & la taille du sous-systéme QM plus une distance de 5 A dans chaque direction.
La méthodologie GAPW [67,68] qui prend en compte tous les électrons a été utilisée
au niveau B3LYP & l'aide d’'un opérateur de Coulomb tronqué [148] a 6 A. Les effets
de dispersion ont été ajoutée wvia la correction de dispersion empirique D3 [149, 150]. Le
choix s’est porté sur la base 6-31G(d,p) pour tous les atomes, a l'exception des atomes
d’oxygene du substrat OOH, des quatre azotes et du soufre qui lient le fer et I'azote du

groupement NH;" de la lysine, pour lesquels la base 6-314+-G(d,p) avec des diffuses a été
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préférée. La projection de la structure électronique a été faite avec un cutoff de 400 Ry
ce qui est la valeur par defaut de CP2K, la méthode GAPW étant moins impactée que
la méthode GPW par le cutoff. La partie MM conserve les mémes parametres que les
précédentes dynamiques MM. Des conditions limites périodiques ont été appliquées au
systeme MM et QM [151]. Les conformations de départ sont extraites des dynamiques
MM en conservant les géométries et les vitesses. Les dynamiques QM /MM ont été réali-
sées dans ’ensemble NVT avec un thermostat de Nosé-Hoover [87-89] avec une constante

de 100 fs!. Le pas de temps choisi pour les simulations QM /MM est 0.5 fs.

Ces simulations de dynamiques QM /MM ont servi a équilibrer le sous-systéeme QM (tran-
sition de MM & QM/MM) avant de réaliser les métadynamiques. Les points de départs
MM ont été sélectionnés a partir de trois conformations extraites des simulations MM
choisies pour étre représentatives de deux modeles de liaison hydrogene comme décrit
précédemment. (snapshots ’5050A°; chaine A, «une H,O pontantey ; '5741B’, chaine B,
«directe», ’5497B’; chaine B, «une H,O pontante»). La sélection des images '5050A" et
'5497B’ présentent la méme conformation de départ et au cours des dynamiques QM /MM
présentent les mémes coordonnées géométriques, les sites A et B sont identiques : le sys-
teme QM/MM «une H,O pontante» utilisera le snapshot de départ '5050A°. La durée
des dynamiques QM/MM est de 5 ps, afin de s’assurer que le systéme est rééquilibré
(I’équilibre est atteint au bout de 3 ps). Les dynamiques QM/MM ont montré une stabi-
lité géométrique du site actif, en continuité avec la dynamique classique de MM décrite
dans la section précédente. Ces données confirment la validité des parametres du champ
de force que nous avons déterminés ainsi que le fait que la structure est équilibrée. En
reportant ’énergie potentielle (Epot QM/MM) en fonction du temps (Figure 3.6), nous
soulignons la nécessité d’exécuter une dynamique QM /MM sans biais avant de soumettre
le systeme a des métadynamiques. Les trois premieres ps (Fig. 3.6, en rouge) montrent
une fluctuation qui est le résultat de la transition de la description MM du site actif & une

description QM/MM. De 3 ps a 5 ps le systeme est équilibré (Fig. 3.6, en noir). Toutes
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Distance (A) Fe-Op S-Fe Op-Od

«directe» 1.99 £ 0.05 2.49 £0.10 1.45 £ 0.03
«une H,O pontante» 1.96 £ 0.05 2.48 £ 0.08 1.45 4+ 0.04

Angle (°) Fe-Op-Od  Op-Od-Hd Cg-S-Op-Od  Fe-Op-Od-Hd
«directe» 118 £ 7 104 + 4 70 + 16 94 + 18
«une Hy,O pontantey 116 = 6 99 £ 5 -40 + 17 13+ 14

Tableau 3.7 — Les distances et les angles importants (courbure et diedre) pour les es-
péces Fe*T—0OH a partir de nos simulations QM /MM en moyenne sur les deux derniéres
picosecondes. La conformation «directe» correspond au point de départ ’5741B’. La confor-
mation «une HyO pontante» correspond provient de *5050A.

valeurs géométriques ou électroniques extraites de dynamique QM/MM sont comprises
dans ces deux derniére ps ainsi que les points de départs des métadynamiques suivantes.

Dans le tableau 3.7, nous reportons les distances et angles significatifs du site actif.

Comme le montre le tableau 3.7, entre les deux structures de départ (conformation «di-
recte» et «une H,O pontante») peu de différence majeure ont été trouvées entre les struc-
tures : par exemple, la distance de liaison fer-soufre était de 2.49 + 0.10 A pour la
conformation «directe» et de 2.48 + 0.08 A pour la conformation «une H,O pontantey.
Les deux seules différences remarquables ont été trouvées pour la distance fer-oxygene,
qui est légerement plus longue dans la conformation «directe» & 1.99 + 0.05 A contre
1.96 + 0.05 A pour la conformation «une HyO pontante». De plus, comme discuté précé-
demment, I’angle diedre Cg-S-Op-Od est positif dans la conformation «directe» (70 & 16°)

et négatif dans la conformation «une H,O pontante» (-40 £ 17°).

3.3.2 Etude par métadynamique de la réactivité

Les deux conformations de départs étant préalablement équilibrées en dynamique QM /MM,
nous avons ensuite effectué des métadynamiques QM /MM pour explorer la réactivité na-

tive de la structure native de la SOR.
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En considérant les résultats des dynamiques MM et QM /MM, pour chaque simulation,
deux variables collectives (CV) ont été utilisées représentant le chemin de réaction. Une
pour décrire le transfert de protons et I’autre pour décrire la dissociation du produit HyO,
du centre a fer (clivage de la liaison Fe-Op). Dans le systéme ot le résidu Lys?® interagit
directement avec le ligand OOH, la CV décrivant le transfert de proton est la distance
Nyys-Hiys avec l'atome Hyys le plus proche de I'hydroperoxyde (c’est-a-dire celui qui est
en liaison hydrogene avec Op). Dans le systéme avec une molécule d’eau reliant la lysine
et OOH, la CV correspondante est la distance O®"-H**" avec H®*" I'hydrogene de la
molécule d’eau en liaison hydrogene avec Op. Dans les deux cas, la deuxiéme variable est

la distance entre 'atome de fer et l'oxygene proximal lié a celui-ci.

Le niveau de théorie est le méme que celui utilisé pour les simulations de dynamique
QM/MM, B3LYP/6-31G(d,p) et B3LYP/6-31+G(d,p) pour la partie QM (vide supra).
Une premiere série de simulations a été effectuée a l'aide de métadynamique untempe-
red (UTMetaD) avec des parametres différents pour les Gaussiennes (hauteurs des Gaus-
siennes (W), rythme de dépositions (7)) afin d’obtenir une barriére estimée pour les deux
conformations de départ. Ces simulations préliminaires ont d’abord confirmé la faisabilité
du processus supposé (protonation et dissociation) et le choix des deux CV. Elles ont
également fourni une premiere estimation de 1’énergie libre d’activation du processus de
protonation, qui ne dépassait pas 15 kcal molt. Ces résultats nous ont également permis
de définir le parametre AT pour la métadynamiques Well-Tempered [96,112] (WTMetaD)

a une valeur de 6000 K.

Pour les parametres de la métadynamique Well-Tempered, les parametres des Gaussiennes
utilisées sont les suivants : la hauteur de la Gaussienne a été fixée & W = 1.0 kcal mol™ et
la largeur a été fixée & o = 0.05 A (ce qui correspond a Amp/2 avec Amp 'amplitude de
la variable sans potentiel de biais). Le dépot des gaussiennes (7¢) se fait toutes les 10 fs
(soit tous les 20 pas de métadynamique). Afin de limiter 'exploration du sous-espace,

ces deux variables sont restreintes par 1'utilisation de potentiel de répulsion quadratique
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ayant pour constante K de 500 kcal mol™ : la distance Fe-Op est limitée & 3.5 A et la
distance Niy/Oy-Hiyys/Hy, est limitée a 3.0 A.

3.3.2.1 Chemin de protonation pour la conformation «directe»

Le premier processus réactif considéré concerne la voie de protonation «directe» de I'in-
termédiaire de Fe**—OOH. La métadynamique été commencée & partir de la fin de la
dynamique QM /MM (apres 5 ps, la position et les vitesses ont été conservées). Elle a été
arrétée apres 22 ps, ce qui correspond a un ajout de 2200 gaussiennes. La surface d’éner-
gie libre correspondante (FES) reconstruite a partir de la métadynamique Well-Tempered

(WTMetaD) est illustrée a la figure 3.7.

Le chemin de réaction trouvé a partir des simulations de métadynamique pour la confor-
mation «directe» est décrit en plusieurs étapes de (Ap) au produit (Ep). A partir de
la conformation initiale (Ap), correspondant & la structure extraite de la dynamique
QM/MM précédente dans laquelle la distance Fe-Op est de 1.9 A, le systéme évolue via
une petite barriere d’activation d’environ 1 kcal mol™! vers un second minimum energeti-
quement plus favorable de 1 kcal mol™. Cet intermédiaire, (A’p), se caractérise par une
augmentation de la distance de Fe-Op & 2.2 A et il est stabilisé par la chaine voisine
chargée de la chaine latérale de la lysine. La deuxieéme étape consiste en la dissociation de
"OOH. De (A’p), le systeme évolue vers (Bp), un intermédiaire dans lequel la distance
de liaison Fe-Op est allongée & 2.6 A. Lors de ces deux premicres étapes, le proton Hiys

reste 1ié & la lysine (1.2 A en (Bp) intermédiaire).

La deuxiéme étape, la dissociation, posséde une barriere de 7 kcal mol™, et est I'étape
limitante pour ce chemin réactionnel «directe». Pour comparaison, en utilisant un modele
DFT statique (Fe3+ “OOH, quatre ammoniacs représentant les histidines, un méthylthio-
late représentant la cystéine), Attia et al [152] ont rapporté une barrieére de 17 kcal mol™*
(énergie interne) pour dissocier ’hydroperoxyde du centre Fe?T. La chaine latérale chargée

de la lysine contribue grandement au processus de dissociation de 'ion "OOH du fer (vide
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Distance Azote-Hydrogéne [A]
Energie libre [kcal.mol'1]

Distance Fer-Oxygéne [A]

Figure 3.7 — Surface d’énergie libre pour la protonation de l'intermédiaire Fe**—OOH
avec la conformation «directe» en fonction des CV sélectionnées. Le chemin de réaction
présentant la barriere d’activation la plus faible est représenté sous la forme d’une ligne
noire continue. Un chemin alternatif est montré en ligne pointillée.

infra).

A partir de (Bp), deux voies sont maintenant possibles, soit via l'intermédiaire (Cp)
ou via 'intermédiaire (Dp). Pour le chemin impliquant (Cp), la protonation de 1'Op se
produit d’abord, formant H,O puis est suivie de son éloignement. L’autre chemin impli-
quant (Dp) commence par 1'éloignement de OOH suivie de la protonation de Op pour
former HyO, (voir la figure 3.7). Ainsi, pour le chemin passant par (Cp), la protonation
de l'oxygene proximal par la lysine se produit d’abord. La distance Niy-Hiys passe de
1.1 A 4 1.5 A, tandis que la distance Op-Hjys diminue simultanément de 1.9 Aal1i1A
Cette barriere de transition associée de (Bp) a (Cp) est de 3.5 kcal mol™!. Le systéme
évolue depuis (Cp) avec une petite barriere de 2 kcal mol™! vers le puits de produit (Ep),
avec le produit HyO, & bonne distance, I'ion Fe* avec le dernier site de coordination
vacant et la lysine déprotonée. Le deuxiéme chemin évolue de (Bp) vers (Dp) avec une

barriére de 4 kcal mol™?, donc 1 kcal mol™! plus haut que le chemin précédent. Cela conduit
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Figure 3.8 — Structures des intermédiaires de la surface de ’énergie libre le long du chemin
de protonation «directe» de l'espéce Fe®"—OOH. La partic QM est représenté dans le
modele ball and stick (les atomes d’hydrogene des résidus acides aminés ont été omis
pour plus de clarté, a I'exception du groupe ammonium de la lysine 48), la protéine en
MM est représenté en modele New Cartoon et les molécules de solvants MM sont omises.

(a) (A’p), (b) (Bp), (¢) (Cp), (d) (Dp), (¢) (Ep).

a une dissociation complete du “OOH du fer (La distance Fe-Op est égale & 3.2 A). La
protonation ne se produit qu’apres cette étape de dissociation complete de OOH, avec
une barriére de 1.5 kcal mol™ et conduit au produit (Ep), similaire a celui décrit dans le

premier chemin passant par (Cp).

Les deux chemins conduisent au méme produit comme 'état (Ep), qui est 5 kcal mol™?
au-dessus des réactifs initiaux (A’p). L’énergie de ce processus de réaction est seulement
apparente puisque le produit (Ep) est lui-méme un intermédiaire le long du chemin de
réaction complet conduisant a la libération de HyO,. En effet, le peroxyde d’hydrogene

, , , EPEN . . . 3 ,
sera délogé et solvaté alors que la sixieme coordination vacant de 1'ion Fe®T sera occupée
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par la chaine latérale carboxylate de Glu*" (schéma 1).

Ces processus induisent alors une stabilisation et une réorganisation de ’environnement
du site actif, en particulier de la boucle de la lysine 48. Cependant, la durée nécessaire a
la réalisation de ces processus est hors de portée de ce travail. En outre, les contraintes
utilisées dans ces simulations limitent le sous-espace exploré et empéchent I’évolution vers
état oxydé resting state, dans lequel la sixidéme position de coordination du Fe®t est
occupée par la chaine latérale carboxylate de Glu*” (schéma 1). En outre, les CV choisies

ne sont pas adaptés pour décrire ’état de coordination du glutamate.

La figure 3.8 montre 1’évolution de I’ensemble du systéeme d’un point de vue géométrique
en suivant la surface d’énergie libre. Outre les variations liées a 'exploration le long
des variables collectives, les structures présentées dans la figure 3.8 montrent d’autres
variations. La liaison soufre de Cys!''¢ avec le fer ferrique devient plus courte passant de
2.5 A 422 A au cours de la dé-coordination du ligand "OOH, l'extrémité de la lysine 48
déprotonée s’éloigne légerement de 5.4 A & 5.7 A (correspondant & la distance Fe-Nyys).
Cependant, le mouvement de Lys*® est entravé, car I'une des CV est la distance Nyye-Hjys

qui possede un mur a 3 A.

3.3.2.2 Chemin de protonation pour la conformation «une H,O pontante»

Dans ce paragraphe, nous étudions le deuxieme processus réactif partant de la voie de
protonation de 'intermédiaire de Fe*™—OOH impliquant une molécule d’eau. La surface
d’énergie libre (FES) reconstruite a partir de la WTMetaD est représentée figure 3.9. La
métadynamique a été commencée & partir de la fin de la dynamique QM/MM (apres
5 ps, la position et les vitesses ont été conservées). Elle a été arrétée apres 15 ps, ce qui

correspond a un ajout de 1500 Gaussiennes.

D’un point de vue mécanistique, cette voie est différente de la voie «directe» (vide supra).

Cela peut étre observé a partir de I'espace situé au-dessus du point de départ de la simu-
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Distance Oxygéne-Hydrogéne [A]
Energie libre [kcal.mol'1]

1.6 1.8 2.0 22 24 2.6 238 3.0 3.2 3.4 3.6

Distance Fer-Oxygéne [A]

Figure 3.9 — Surface d’énergie libre pour la protonation de lintermédiaire Fe**—OOH
avec la conformation «une H,O pontante» en fonction des CV sélectionnées.

lation (Aw) qui est clairement visité, contrairement a la voie «directe». Ainsi, la premiere
étape de cette voie est de fagon évidente la protonation de 'intermédiaire hydroperoxyde,
avec une légere élongation de la liaison Fe-Op. En passant de (Aw) a (Bw), le systeme
franchit une barriére d’environ 11 kcal mol™. Les distances des liaisons Heau-Oecan, Heau-Op
et Fe-Op sont, respectivement, de 1.4 A, 1.2 A et 2.05 A. L’intermédiaire (Bw) évolue
avec une barriere de 2 kcal mol! vers (Cw), qui présente des distances pour la liaison H-
Oeau de 1.6 A, pour Hepy-Op de 1.0 A et pour Fe-Op de 2.2 A. De plus, la lysine a protoné
l'ion hydroxyde HO™ formé pour donner H,O. Ensuite (Cw) évolue vers (Dw) avec une
barriére d’activation de 1 kcal mol!. La distance Fe-Op s’allonge jusqu’a 2.4 A et H,0,
se dissocie. Plusieurs intermédiaires avec différentes distances pour les liaison H-O,, et
Fe-Op sont trouvés et nous avons pu effectuer des aller-retour sur la surface de (Dvw) a
(Aw). La transition (Aw) a (Dw) décrit en partie le saut de protons entre la lysine et
Fe*™—OO0H via une molécule d’eau pour former Fe** et H,O,. Cependant, le transfert de

protons de cette molécule d’eau aux molécules d’eau environnantes nous empéche d’avoir
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() ‘ )

Figure 3.10 — Structures des intermédiaires de la surface de I’énergie libre le long du
chemin de protonation «une H,O pontante» de lespéce Fe**—OOH. La partie QM est
représenté dans le modele ball and stick (les atomes d’hydrogene des résidus acides aminés
ont été omis pour plus de clarté, a 'exception du groupe ammonium de la lysine 48), la
protéine en MM est représenté en modele New Cartoon et les molécules de solvants MM

sont omises. (a) (Aw), (b) (Bw), (¢) (Cw), (d) (Dw), (e) (Ew).

un produit clairement défini pour la CV utilisée (distance Ogay-Hean €t donne une surface
dispersée autour (Ew ). En dépit de tout cela, estimation de la barriére est encore valable

car le transfert de protons subséquent ne 'influence pas.

Nous rapportons les géométries figure 3.10. La voie du «une H,O pontante» montre une
différence d’énergie libre plus importante de 4 kcal mol! par rapport a ’étape limitante

de la voie «directep.

La protonation est la premiere étape pour la voie «une H,O pontante». L.’hydroperoxyde
est toujours lié au fer et se protone par la molécule d’eau ((Bw)) qui, a son tour, se

protone tres rapidement par la lysine ((Cw), 2-5 fs). Aucun minimum n’a été trouvé pour

83



Chapitre 3: La forme sauvage de la SOR

un intermédiaire (Fe*™ 4+ H,O, + HO™ + NH;-Lys*). Dans cette conformation, le bras
de lysine est plus mobile car il n’est pas dépendant d’une CV. Il peut passer de 6.8 A &
7.3 A du fer, alors que, la molécule d’eau impliquée dans la protonation pour laquelle la
distance Ogau-Heau est limitée par le mur sur cette CV a 3 A. La liaison fer-soufre suit la
méme tendance que pour la voie directe : dés que HyO, est formé, (Ew), et est dissocié,

la liaison Fe-S est renforcée.

3.3.2.3 Analyse des chemins réactionnels suivis

Comme décrit ci-dessus, pour la protonation de 'intermédiaire de Fe®*—OOH, deux voies
différentes ont été identifiées. I) Le mécanisme «directe» impliquant d’abord la dissociation
du ligand "OOH du fer, suivie de la protonation de I'oxygene proximal. II) Le mécanisme
du «une H,O pontantey, avec la protonation de 'oxygéne proximal en premier, suivie de
la dissociation du H,O4 du fer. Nous supposons que la voie «deux HyO pontantes» suivra
le méme processus que le «une H,O pontante». Dans les deux cas, la premiere étape du
chemin est toujours celle limitante, soit le processus de dissociation («directe») ou de la

protonation («une H,O pontantey).

Le processus «directe» a une barriére d’activation d’énergie libre de 7 kcal mol™* inférieure
de 4 kcal mol™ par rapport a I'étape «une HyO pontante» (11 kcal mol™t). Malgré le fait
que la conformation «directe» soit moins probable que celle des «une HyO pontante» d’un
facteur 100, vida supra, cette différence d’énergie de 4 kcal mol™! pourrait étre suffisante
pour que la voie directe soit la plus favorisée. Ainsi, en utilisant 1’équation d’Eyring-
Polanyi et en supposant AF* ~ AG* + C (avec C = -PV qui correspond au travail
d’expansion et s’annule entre les deux mécanismes), nous pouvons estimer des constantes
de vitesse de 5 107 s pour le mécanisme «directe» et une constante de vitesse de 6 10 s
pour le mécanisme «une H,O pontante». Ces données soutiennent fermement le fait que le
mécanisme «directe» associé a la dissociation de OOH dans une premieére étape suivie de

sa protonation est le processus prépondérant, si ce n’est, I'unique, qui se produit pendant
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la réaction de catalyse de la SOR. Cette voie directe met en évidence un mécanisme de
dissociation, jamais décrit, du ligand "OOH pour former un intermédiaire Fe** + "OOH,

se produisant sans étre directement associé a la protonation de 'oxygéne proximal [28].

Cette réactivité, impliquant une premiere étape de dissociation du substrat OOH du
fer était inattendue puisque des études antérieures utilisant de petits modeles quan-
tiques (sans Lys?®) pour décrire le méme processus présentaient un cofit énergétique de
17 kecal mol™ [152]. Pour expliquer si cette différence de réactivité pourrait étre due a
la présence de la lysine a la proximité de l'espece fer-hydroperoxo, nous avons effectué
plusieurs calculs en utilisant différents modeles et niveaux de théorie. En particulier, nous
avons utilisé les charges de Mulliken, directement issues des calculs QM et QM /MM pour
fournir une image qualitative des effets de ’environnement sur la structure électronique
des systemes. Au cours des 2 derniéres ps de la dynamique QM /MM, I’analyse de charge
montre une différence de charge significative sur 'oxygene proximal de l'intermédiaire
Fe*™—OOH : 0.48 + 0.08 e pour le systéme «une H,O pontante» et 0.28 £ 0.06 e pour
le «directe». D’autre part, 'oxygene distal présente une différence moins marquée entre
les deux systemes : 0.53 £ 0.05 e pour «une H,O pontante» et 0.45 + 0.05 e pour le
processus «directe». En d’autres termes, le systéme «directe» montre une nette différence
de charge entre les oxygenes distal et proximal, alors que les charges des deux oxygenes du
«une HyO pontantey» sont plus similaires. Il convient de noter que les charges sur I'atome
de fer sont cohérentes avec la charge de 'oxygene proximal de le ligand hydroperoxyde.
L’atome de fer est plus négatif de 0.50 e dans le systeme «directe» par rapport au systéme
«une HyO pontante». Afin de comprendre si cette différence s’explique par la proximité
étroite de la lysine avec I'hydroperoxyde dans le systeme «directe» (moins de 3 A), nous
avons procédé a des calculs statiques au niveau QM et QM /MM sur des petits modeles.
Les modeles se composaient de I'atome de fer, de la cystéine, des quatre histidines et
du ligand hydroperoxyde (appelé AS pour Active Site) au niveau B3LYP en utilisant la

méme répartition des bases que pour les simulations QM/MM sur les atomes respectifs.
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AS AS avec AS avec AS avec Systeme

lysine eau explicite eau explicite et lysine ~ QM/MM
qop (€) -0.48/-0.48 -0.40/-0.41 -0.40/-0.41 -0.28/-0.29 -0.24 (-0.28)
qoa (e) -0.37/-0.87 -0.40/-0.41 -0.40/-0.41 -0.45/-0.47 -0.44 (-0.45)

Tableau 3.8 — Valeurs des charges de Mulliken pour les 2 atomes d’oxygene de l'inter-
médiaire Fe*™—OOH pour le chemin «directe» pour différents modeles en phase gaz. Les
valeurs ont été extraites du logiciel CP2K. En italique, les valeurs ont été calculées avec
le logiciel Gaussian09. Les valeurs entre parentheses sont les valeurs moyennes.

Ensuite, nous avons ajouté a ce modele les molécules d’eau explicites QM et / ou la lysine
également au niveau QM. Les géométries ont été extraites de différents points de la dyna-
mique QM /MM «directe» et des calculs single point ont été effectués avec les programmes

CP2K et Gaussian09.

Nous avons observé que les charges de Mulliken sur ce petit modele sans environne-
ment, méme si elles proviennent des simulations QM/MM «directe», sont plus proches
des charges observées pour le mécanisme «une H,O pontantey (vide supra), c¢’est-a-dire
que l'oxygene proximal est plus négatif que le distal (AS, tableau 3.8). L’addition de la
lysine, qui est un fragment de charge positive a proximité du site actif, ne permet pas
de renverser la population de charges (AS avec la lysine, tableau 3.8). L’addition des
molécules d’eau solvant de QM seulement conduit au méme résultat que 'addition de la
lysine, a savoir une répartition équilibrée des charges entre les deux oxygenes (AS avec eau
explicite, 3.8). Fait intéressant, la présence de la lysine et du solvant a donné des résultats
proches du niveau QM/MM complet (AS avec I'eau explicite et la lysine, tableau 3.8).
Cela tend a indiquer un role coopératif local entre les molécules d’eau et la lysine. Les
charges ne sont pas trés touchées par la majeure partie du solvant ou par la protéine, mais
principalement par la proximité de la charge de la lysine (NH;") et du réseau de liaison

hydrogene impliquant les molécules d’eau, la lysine et le soluté.

En dépit d'un environnement local (micro-solvatation, résidus voisins), 'effet de pola-

risation décrit ci-dessus est une conséquence de l’ensemble de ’environnement et de sa
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AS  AS avec AS avec AS avec
lysine  eau explicite eau explicite et lysine
qop () -0.51  -0.39 -0.46 -0.26
qoa (e) -0.38  -0.41 -0.46 -0.46

Tableau 3.9 — Valeurs des charges de Mulliken pour les 2 atomes d’oxygene de l'inter-
médiaire Fe**—0OOH pour le chemin «directe» pour différents modeéles avec solvatation
implicite dans G09.

dynamique. Par conséquent, les petits modeles quantiques statiques peuvent difficilement

le décrire correctement.

Afin de vérifier le role du solvant, nous avons aussi reconduit les calculs en incluant les
effets de solvant a longue portée, via une description implicite (solvatation IEFPCM,
eau telle que mise en ceuvre dans Gaussian09). Les valeurs obtenues par ces calculs sont
indiquées dans le tableau 3.9. Il y peu d’effet sur la distribution de charge entre les deux
oxygenes méme lorsque la lysine est incluse dans le systeme. L’influence limitée de I’ajout
d’un solvant implicite semble indiquer que seuls les effets couplés Lys+solvant a courte
portée jouent un role sur la réactivité. Seul 'ajout de la lysine et des molécules d’eau

explicites permet de retrouver I'inversion de la charge.

Au total, ces données mettent en évidence I'importance des liaisons hydrogene, et pas
seulement d’un effet global lié a la constante diélectrique de I'eau, a savoir les effets de
micro-solvatation et la fagon dont il amplifie 'effet de la charge pres du site actif dans
la réactivité enzymatique. En outre, nos données soulignent clairement la limitation des
modeles implicites pour décrire cet effet, qui souligne de nouveau le besoin d’'un modele
complet pour obtenir une description correcte de la réactivité a la fois pour le mécanisme

intrinseque ainsi que pour les caractéristiques énergétiques.

Les mémes types de calculs ont été effectués avec le systeme «une HyO pontante» et les
détails sont regroupés le tableau 3.10. Il est important de noter que dans le dernier cas,

I'influence de la lysine est plus faible que pour l'interaction directe. La distribution de
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AS  AS avec AS avec AS avec AS avec AS avec Systeme
lysine  eau explicite eau pontante eau pontante eau explicite QM/MM
et lysine et lysine
qop (€) -0.40  -0.47 -0.54 -0.55 -0.57 -0.58 -0.55
qoa (€) -0.40  -0.47 -0.54 -0.55 -0.57 -0.58 -0.55

Tableau 3.10 — Valeurs des charges de Mulliken pour les 2 atomes d’oxygene de I'intermé-
diaire Fe**—OOH pour le chemin «une H,O pontante» pour différents modéles en phase
gaz. La mention ’eau explicite’ comprend toutes les molécules d’eau. La mention ’eau
pontante’ ne comprend que la molécule d’eau pontante. Les valeurs ont été extraites du
logiciel CP2K.

charge QM /MM des deux oxygenes est déja plus proche de celle du modele de site actif
nu. Les charges sont assez équilibrées entre I'oxygene, moins de 0.10 e par rapport a la

différence de 0.20 e dans le systéme «directey.

Etant donné que les charges de Mulliken sont sensibles a la méthode utilisée (en particulier
les bases), des calculs complémentaires basés sur la partition Atoms in Molecules [153]
(AIM) ont également été effectués pour évaluer 'influence de I'environnement sur la force
de liaison Fe-O et Op-Od. Les calculs AIM ont été effectués avec la suite logiciel AIMALL
15.09.27 [154] et le programme Gaussian09. Nous avons gardé la méme nomenclature
utilisée pour 'analyse de la population de Mulliken et effectué quatre calculs : «directe»
AS, «directe» AS avec eau explicite et lysine, systeme «une H,O pontante» AS et systeme
«une H,O pontante» AS avec eau explicite et lysine. Les valeurs de la densité d’énergie

électronique totale [155] (H) et l'indice de délocalisation [156,157] pour la liaison Fe-Op et

H Indice de H Indice de
liaison Fe-Op Délocalisation(Fe,Op) liaison Op-Od Délocalisation(Op,Od)
AS -1.07 102 0.52 -1.74 10! 1.24
AS avec
eau explicite ~ -9.21 1073 0.47 -1.76 10! 1.23
et lysine

Tableau 3.11 — Valeurs de la densité énergétique électronique totale et de l'indice de
délocalisation pour le systeme «directe» sans ou avec environnement. Valeurs extraites

du logiciel AIMALL.
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H Indice de H Indice de
liaison Fe-Op Délocalisation(Fe,Op) liaison Op-Od Délocalisation(Op,0d)
AS -1.20 1072 0.52 -1.78 107 1.23
AS avec
eau explicite  -9.76 1073 0.59 -1.79 10! 1.23
et lysine

Tableau 3.12 — Valeurs de la densité énergétique électronique totale et de l'indice de

délocalisation pour le systéeme «une HyO pontante» sans ou avec environnement. Valeurs
extraites du logiciel AIMALL.

la liaison Op-Od se trouvent dans le tableau 3.11 pour le systeme «directe» et le tableau

3.12 pour le systeme «une H,O pontantey.

Pour la liaison Op-Od, il n’y a pas de différence notable entre les deux systemes avec ou
sans environnement pour les deux descripteurs. En ce qui concerne la force de liaison Fe-
Op (en utilisant la densité d’énergie électronique totale, H), il existe des variations. Tout
d’abord, entre le systeme «directe» et le systeme «une H,O pontantey, la liaison est plus
faible dans le cas du systeéme «directe» d’environ 10% (avec ou sans environnement) par
rapport au systeme «une H,O pontante» . Deuxiémement, la liaison Fe-Op est également
affaiblie par I'environnement d’environ 20% (pour le systéme «directe» et le systéme «une
H,O pontantey). L’indice de délocalisation fournit également des informations concernant
le fait que I’environnement joue un réle : les deux systemes avec seulement le site actif
(AS) possede un index de délocalisation pour la liaison Fe-Op de 0.52 tandis qu’avec
I'environnement (AS avec eau explicite et lysine), le systeme «directe» prend une valeur
de 0.47 et le systeme «une HoO pontantey, une valeur de 0.59. Il est important de noter
que les distances Fe-Op sont respectivement les mémes pour chaque systéeme avec ou sans

environnement.

Ces différences conduisent a deux conclusions : une prise en compte de ’environnement
est nécessaire pour tenir compte d’'une description correcte de la réactivité (car elle a

un impact non négligeable sur la liaison Fe-Op). En outre, le systeme «directe» possede
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une liaison Fe-Op affaiblie. Ces deux points correspondent aux conclusions trouvées avec

I’analyse des charges de Mulliken.

Apres avoir étudié la population de charge sur la géométrie de départ, nous nous sommes
concentrés sur I’évolution de la charge le long du chemin réactionnel (métadynamique).
Pour le systeme «directe», la charge de 1'oxygene proximal passe de 0.28 e dans 'espece
Fe’*—OO0H (Ap) 4 0.45 e sous la forme dissociée (Fe** + "OOH) (Bp). Aprés la protona-
tion, les deux oxygenes acquiérent la méme valeur de charge d’environ 0.38 ¢ (Cp)/(Ep).
Ce sont les mémes valeurs que les deux oxygenes présents dans le peroxyde d’hydrogene
seul (nous avons effectué les mémes calculs pour H,O, seul au méme niveau de théorie).
Pour le systeme «une H,O pontante», la protonation se produit d’abord et au cours de
cette premiere étape, la charge sur 'oxygene proximal qui est déja proche de la valeur du
peroxyde d’hydrogene évolue de 0.50 e (Aw) & 0.40 e (Cw). Ensuite, la dissociation de

H,0, (Ew) modifie légerement les charges vers 0.38 e comme pour le systeme «directey.

A partir de ces résultats, nous pouvons proposer que la dissociation se manifeste d’abord
dans la conformation «directe» en raison de I'impact de la lysine a proximité et de la
solvatation des molécules d’eau autour d’elle. Cela rend 'oxygeéne proximal moins chargé
négativement lorsqu’il est 1ié au fer et moins susceptible de protonation directe et réduit
la force de la liaison Fe-Op. L’équilibre est en outre déplacé vers la forme dissociée (Feg’Jr
+ "OOH) avec I'ion "OOH stabilisé par la lysine proche (et son groupe NH;"). Lors de la
dissociation, 'oxygene proximal rétablit un exces de charge négatif, ce qui déclenche faci-
lement le transfert de protons subséquent sur 'oxygeéne proximal (moins de 4 kcal mol™)

donnant le produit de réaction HyOs.

A contrario, la conformation «une H,O pontante» avec la lysine espacée d’une molécule
d’eau a un impact beaucoup plus faible sur la charge de 'oxygéne proximal (et la force
de liaison Fe-Op) et I’équilibre n’est pas déplacé vers la forme dissociée Fe*™ + "OOH.
La protonation se produit d’abord, ce qui favorise en retour la dissociation du produit de

réaction HyO4 du fer.
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Les valeurs d’énergie libres en association avec ’analyse des charges et des liaisons de
I'oxygene proximal soulignent le role important de la lysine 48. En effet, la lysine 48
apparait essentielle en tant que donneur de protons et a également un impact majeur
sur les charges de l'oxygene proximal ainsi que la force de liaison Fe-Op. Associée a la
micro solvatation de 'eau autour du site actif, elle favorise le mécanisme dans lequel se
produit la dissociation du ligand hydroperoxo de ’atome de fer, suivie de sa protonation
amenant la formation du produit de réaction HyO,. De plus, sans étre liée directement par
liaison hydrogene a l’espece OOH, la lysine possede encore un role dans la protonation
de I'oxygene proximal via une molécule d’eau en servant de relais de proton. Cela conduit
au second mécanisme, avec une barriere plus élevée, avec la protonation comme premiere
étape puis la dissociation de HyO,. Dans ce cas de figure, I’eau pourrait également étre
donneur de protons, en cas d’absence de lysine (mutations), méme si le cotit énergétique

serait sans doute plus élevé.

3.4 Etude de la réactivité non-native

Dans le cas de la réactivité native de la SOR, la formation du peroxyde d’hydrogene
est produite apres deux transferts de proton (voir schéma 2), par contre une réactivité
non-native peut aussi avoir lieu et elle se rapproche de la réactivité de P450. Dans P450,
aprés un premier transfert de proton et la formation de Iespéce Fe®t—OOH, la seconde
protonation a lieu sur a nouveau l'oxygene distal (et non sur 'oxygeéne proximal comme
dans la réactivité native de la SOR) format une espece Fe=0 et une molécule d’eau. La
premiere espece étant commune a la SOR et a P450, nous partirons, comme dans I'étude
de la réactivité native de la SOR, de lespece Fe*m—OOH. L’étude de cette réactivité non-
native a été réalisé afin de comprendre la nature de ’espece Fe=0 formée, le mécanisme
et permettra de comparer la forme sauvage de la SOR avec les mutations présentées dans

le chapitre 4 afin de comprendre les "facteurs déclenchant" dans le cas des mutations. Les
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barrieres trouvées permettront de valider la robustesse de la méthodologie utilisée pour la
réactivité native en démontrant bien que cette réactivé est extrémement défavorable par

rapport a la formation de HyO4 pour la forme sauvage de la SOR.

Pour ce faire nous avons sélectionné de nouvelles variables collectives pour décrire la

réaction :

« Remplacer la distance Fe-Op par la distance Op-Od et conserver la distance Niy-
Hiys/Oecau-Hean pour favoriser la rupture de la liaison Op-Od au lieu de la rupture

Fe-Op

o Forcer la protonation sur Od en utilisant la variable Heay 1ys-Od et la rupture Op-Od

avec la variable Op-Od.

o Utiliser uniquement la variable Op-Od dans le cas ou il n’y aurait pas de seconde

protonation

Les métadynamiques ainsi produites seront analysées dans cette partie et également, nous
étudierons I'influence de la conformation de départ : la conformation «directe» et la confor-

mation «une H,O pontante» comme dans le cas de la réactivité native.

3.4.1 Couple de variables collectives

Pour étudier la rupture de la liaison Op-Od et décrire les especes formées, nous avons rem-
placé la distance Fe-Op (utilisée pour I’étude de la réactivité native) par la distance Op-Od
comme variable collective en conservant la variable Njys-Hjys/Oean-Hean représentant une
"libération de proton" dans I'optique d’avoir, comme pour P450, une protonation sur I’oxy-
gene distal. Les autres parametres de la Well- Tempered metadynamiques sont conservés
(AT, W, 17¢ et o) pour garder une homogénéité dans I’étude : la réactivité non-native
étant a priori plus difficile, ces parametres rendrons juste I'exploration du sous-espace

ainsi que la convergence plus longue (valable pour les parametres : w = W /7 et AT). Le
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Distance Azote-Hydrogéne [A]
Energie libre [kcal.mol'1]

-20

-25

1.2 1.4 1.6 1.8 2.0 22 24 2.6 2.8 3.0

Distance Oxygéne-Oxygéne [A]

Figure 3.11 — Surface d’énergie libre pour la réactivité non-native avec la conformation
«directe» en fonction des CV sélectionnées (distance Op-Od et distance Ni-Hjys. Le
chemin de réaction présentant la barriere d’activation la plus faible est représenté sous la
forme d’une ligne noire continue. Un chemin alternatif est montré en ligne pointillée.

parametre o pour la variable collective représentant la distance Op-Od quant a lui reste
identique a celui utilisé pour la CV Fe-Op utilisée précédemment : la fluctuation moyenne
non-biaisée de la distance de liaison Od-Od est du méme ordre de grandeur que la fluc-
tuation de la distance de liaison Fe-Op. Comme précédemment, nous allons considérer la
lysine 48 comme source de proton, et reprendre les deux conformations de départ car nous
avons décrit que la conformation de départ a une importance sur le chemin réactionnel

mais également sur les barrieres des étapes limitantes.

Dans le cas de la conformation «directe» de l'intermédiaire de Fe**—OOH, nous détaillons
la surface d’énergie libre correspondante (FES) reconstruite a partir de la métadynamique
Well-Tempered (WTMetaD), illustrée a la figure 3.11. La métadynamique a été commen-
cée a partir de la fin de la dynamique QM /MM (apres 5 ps, la position et les vitesses
ont été conservées, le point de départ est le méme que celui utilisé pour la conformation

«directe» dans le cadre de I’étude de la réactivité native). Elle a été arrétée apres 15.5 ps,
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ce qui correspond a un ajout de 1500 Gaussiennes.

A Tissue de cette simulation, nous n’avons constaté aucune rupture de la liaison Op-Od.
Néanmoins, nous pouvons donner une estimation de la barriére de I'ordre de 27 kcal mol™?,
bien au dela de la valeur de la barriere pour la réactivité native. Le premier minimum
(Ap) possede une longueur de liaison Op-Od égale a 1.37 A, correspondant & la valeur
de la distance Op-Od dans la dynamique QM /MM sans biais. Ce minimum peut évoluer
avec une barriere de 5 kcal mol™? vers I'intermédiaire (Bp), avec une liaison Op-Od plus
longue & 1.59 A, et une énergie libre plus élevée de 2.5 keal mol™. Aussi une protonation a
lieu avec une barriére minimum d’environ 11 kcal mol™! sans rupture de la liaison Op-Od,
ce qui sous entend que ce n’est pas la protonation de I'oxygene distal qui est la premiere
étape de la réactivité non-native ! Pour analyser I’espece protonée, d’autres variables sont
représentées dans le graphique 3.12. En reportant ces variables en méme temps que la
variable collective Njy-Hjyg, la réactivité native est mise en évidence. Il y a protonation
sur I'oxygene proximal (3.12b) et non sur 'oxygene distal (3.12¢) avec la dissociation de
la liaison Fe-Op (3.12a). En favorisant la formation d’un proton (via la variable collective
Niys-Hiys), la réactivé native est privilégiée. Le suivi de la réaction s’en trouve donc biaisé
avec la variable collective non-suivie, problématique dite de hidden variable représentant
la dissociation : la liaison Fe-Op. Cette variable évolue irréversiblement et ne permet pas
une exploration convergée en un nombre de pas acceptable de la surface. Pour le systeme
«directey, il n’a pas été possible dans ces conditions de métadynamiques d’explorer la
réactivité non-native, néanmoins, deux conclusions peuvent étre postulées. La réactive
native étant tres favorable, I'ajout d'un proton libre (via la variable collective Njys-Hjys)
permet la formation de H,O, a kgT et la protonation de 'oxygene proximal, avec le groupe

NH, de la lysine comme base conjuguée, entraine irréversiblement la dissociation de HyO,.

Egalement pour la conformation «une H,O pontantey, nous détaillons la surface d’énergie
libre correspondante (FES) reconstruite a partir de la métadynamique Well-Tempered,

illustrée a la figure 3.13. La métadynamique a été commencée a partir de la fin de la
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Figure 3.12 — Distances clés dans la métadynamique de la conformation «directe» pour
I’exploration de la réactivité non-native. En bleu est représenté la variable collective suivie
Niys-Hiys. En rouge, trois variables non-suivies par métadynamiques (Fe-Op (a), Op-Hiys
(b) et Od-Hyys (c).
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Distance Oxygéne-Hydrogéne [A]
Energie libre [kcal.mol'1]
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Figure 3.13 — Surface d’énergie libre pour la protonation de l'intermédiaire Fe**—OOH
avec la conformation «une H,O pontante» en fonction des CV sélectionnées (Distances
Op-0Od et distance Oguu-Heaun. Le chemin de réaction présentant la barriere d’activation la
plus faible est représenté sous la forme d’une ligne noire continue. Un chemin alternatif
est montré en ligne pointillée.

dynamique QM /MM (apres 5 ps, la position et les vitesses ont été conservées, le point de
départ est la méme que celui utilisé pour la conformation «une H,O pontante» dans le
cadre de I'étude de la réactivité native). Elle a été arrétée apres 18.5 ps (correspondant &

un ajout de 1850 gaussiennes).

Dans le cas de la conformation «une H,O pontante», la surface d’énergie libre représentée
4 la figure 3.13 est similaire pour une distance Op-Od inférieure & 2.0 A. 11 y a protonation
de l'oxygene proximal, mais la base conjuguée étant HO , le proton est de nouveau capté
avant que le groupement NH;" ne transfére un proton pour former HyO,, et ne biaisant
pas la distance Fe-Op, la dissociation de ’espece HyO4 n’est pas favorisée outre mesure.
En revanche, en partant du point (Aw) présentant une distance Op-Od de 1.49 A la
rupture de la liaison a lieu avec une barriere de 25 kcal mol ™, le systéme évoluant vers

I'espece (Bw) présentant une distance Op-Od de 2.12 A pour former une espéce Fe=0. Le
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Figure 3.14 — Suivis des densités de Mulliken pour les atomes de Fer (rouge), de I'atome
Op (bleu), de atome Od (vert), des carbones C; (jaune) et C, (violet) de His® et de
'atome de soufre (noir) de Cys!'® au cours de la métadynamique.

systéme évolue irréversiblement avec une barriére de 2 kcal mol™* vers le bassin présentant
une distance Op-Od supérieure & 2.4 A : les variables choisies ne permettent plus alors
de décrire correctement 1’évolution du systeme qui évolue donc irréversiblement. Pour
connaitre le type de rupture (homolytique ou hétérolytique) et ainsi le degré d’oxydation
de l'espece fer-oxo, le suivi de la réaction wvia la densité de spin (de Mulliken) a été
réalisé. La figure 3.14 représente les diverses densités pour les atomes choisis a partir de
11 ps (peu de temps avant que la rupture de la liaison Op-Od ait lieu) jusqu’a la fin de
la métadynamique (soit 18.5 ps). En suivant les populations atomiques de spin, nous
pouvons décrire cing état différents du systeme : (Ga), (Gp), (Ge), (Ga), et (Ge). Ces
états sont représenté dans la figure 3.15 avec une proposition de mécanisme. Le premier
état (G,) décrit le systeme de départ (Aw) caractérisé notamment par la présence d'un
Fe**—~OOH, d’une molécule H,O pontante, de la lysine 48 NH;" et de Phistidine 69.
Lorsque la rupture a lieu, le systéme passe dans 'état (Gyp) : la rupture homolytique
provoque le changement d’état Fe*™ a état Fe*". La variation de 4.3 & 3.7 e pour I’atome
de fer, de 0.1 4 0.5 e pour 'atome d’oxygene Op et de 0.3 a -0.2 e pour I'atome de soufre de
la cystéine, ce qui atteste de 'existence d’une espéece formellement Fe*™=0. La variation

de 0.1 e a 0.9 e pour 'atome d’oxygene distal Od implique quant a elle la formation
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Figure 3.15 — Réactivité de l'intermédiaire Fe>*—OOH avec la conformation «une HyO
pontante» lors de la rupture de la liaison Op-Od.

logiquement d’un radical HO". Ensuite ce radical va s’additionner sur le carbone delta de
Phistidine 69 donnant I'état (G.) avec un radical imidazol-4-ol (G.). Le Fe'"=0 va réagir
sur ce radical (G.) résultant en la formation d’un Fe**—OH et d’une espece imidazole
avec un epoxide (Gq). L'état (Gg4) n’est caractérisé par aucun radical : 'ion Fe*" récupere
une charge de 4.4 e. Seuls les atomes directement liés au fer présentent un léger caractere
radicalaire (Op et Scys) : 0.2 e chacun. Ensuite, il y a un transfert de proton de la lysine
NH;" & Pespece Fe*™—OH pour arriver a I'état (Ge). L’espece ferrique devient Fe** avec
une molécule d’H,0 en coordination libre. Egalement le passage de 0.2 & 0.3 e pour le

soufre laisse supposer une interaction renforcée entre le fer et le soufre.

L’analyse des géométries, confirme 'analyse et les conclusions faites sur la base des den-
sités de spin de Mulliken. Notamment la distance de la liaison fer-oxygene de 1'état (Gy,)

présentant un Fe'™=0 est de 1.66 A et celle de la liaison fer-soufre est de 2.47 A.
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3.4.2 Simulations en suivant une seule variable collective

Bien que le transfert de proton soit favorisé (via la variable Nigg-Hiys ot Ogan-Hean ), il 0’y
a pas de protonation de 'oxygene distal lors de la rupture de la liaison entre 'oxygene
proximal et 'oxygene distal. Il donc été entrepris de faire des métadynamiques en retirant
la variable collective représentant un transfert pour éviter de surestimer la barriere de
dissociation en forcant le systéme a aller dans un état métastable. Néanmoins, si cette
variable n’a effectivement aucun impact dans la réactivité de dissociation de la liaison Op-
Od alors la barriere devrait étre similaire, la reconstruction de la surface d’énergie libre
de réaction devrait étre plus rapide (ainsi que la convergence). Egalement, du fait de la
réactivité des deux espéces formées lors de la rupture homolytique Fe*t=0 et OH", il est
nécessaire de limiter 'amplitude de la variable collective Op-Od avec un mur quadratique
avec une distance maximum passant de 3.5 A & 2.5 A soit juste apres 1’état de transition.
La modification de ces deux parameétres (une CV et une amplitude plus faible) va ainsi
permettre de faire converger la métadynamique pour affiner la barriere d’énergie libre de
la rupture de liaison Op-Od, tout en évitant le chemin de la réactivité native permettant

ainsi de pouvoir comparer les systémes «directe» et «une H,O pontante».

En outre, du fait de la complexité du systeme et du fait que nous recherchons seulement
la barriere de dissociation, nous avons choisi d’arréter la métadynamique apreés un aller
retour, évitant d’autre slow hidden variable représentant différentes conformations et pou-
vant avoir un impact sur la barriere (une surestimation de 3-4 kcal mol™! par exemple),
méme si, sur un temps infini de simulation la barriére converge. Les parametres de métady-
miques sont les mémes que ceux utilisés précédemment : AT de 6000 K, W a 1 kecal mol™?,
o 4 0.05 A, 7¢ & 20. Seule la distance Op-Od sera utilisée comme variable collective en
limitation I'exploration de cette variable via un mur inférieur quadratique de constante

K a 500 kcal mol™ placé a 2.5 A.

Dans le cas du systeme «directe», avec une seule variable et sans la compétition avec la
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Figure 3.16 — Energie libre en fonction de la distance de liaison Op-Od lors des métadyna-
miques avec une seule variable collective (distance Op-Od) pour les deux conformations
d’intéreét.

réactivité native (formation de H,0O,), la dissociation de la liaison Op-Od se produit apres
un temps de simulation de 3.9 ps. Pour la conformation «une H,O pontante», la rupture
a nécessité une exploration plus longue, 16.75 ps, bien que les barrieres soient similaires.
Aussi pour la conformation «une H,O pontantey», 'espace ou la distance Op-Od a une

longueur supérieure & 2.2 A a été explorée plus longtemps.

Dans la figure 3.16, nous reportons 1’énergie libre en fonction de la longueur de la distance
Op-0Od. Dans le cas de la conformation «directe», pour le premier minimum, la distance
de liaison Op-Od est égale a 1.34 A. Une premiére barriere de 5 kcal mol! (avec une
distance Op-Od de 1.46 A) permet de passer a une distance Op-Od égale & 1.62 A.
Ensuite, nous trouvons une barriere de dissociation de 22 kcal mol! avec un "état de
transition" possédant une distance Op-Od de 2.27 A. Le systéme évolue ensuite vers une
distance Op-Od supérieure & 2.35 A. Dans le cas de la conformation «une H,O pontantey,
la longueur de la distance Op-Od est plus longue et est égale 1.48 A. Contrairement

a la conformation «directe» il n’y a qu'un seul puits avant la dissociation. La barriere
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Figure 3.17 — Suivis des densités de Mulliken pour les atomes de Fer (rouge), de I'atome
Op (bleu), de I'atome Od (vert) et de Patome de soufre (noir) de Cys!''® au cours de la
métadynamique pour les conformations «directe» (a) et «une HyO pontante» (b).

située & 2.16 A représentant la dissociation est de 24 kcal mol'. Ensuite comme pour
la conformation de départ «directey, la liaison Op-Od va s’allonger vers des distances

supérieures a 2.25 A, correspondant a l'espeéce dissociée.

Dans les deux cas considérés, conformations «directe» et «une H,O pontante», les barrieres
sont similaires avec des valeurs de 22 kcal mol! et 24 kcal mol? respectivement. La
différence entre les deux systeémes est la présence de deux puits dans la conformation
directe (respectivement avec des distances Op-Od de 1.34 A et 1.62 A séparées par une

barriere de 5 kcal mol!) tandis que dans lautre conformation, il n’y a quun seul puits
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4 une distance Op-Od de 1.48 A. Pour les puits de la conformation «directey, & une
distance Op-Od de 1.34 A et de 1.62 A respectivement, il peut y avoir un impact de la
lysine, comme dans le cas de la réactivité native : pour le systeme «directe», deux puits

de départs ont été trouvé pour la valeur de la distance Fe-Op respective & 1.9 A et 2.2 A

((Ap) et (A’p), cf. Figure 3.7).

Pour étudier le type d’especes formées, nous allons analyser les densités de Mulliken
et les distances caractéristiques en fonction du temps de la métadynamique pour les
deux conformations. Dans le cas de la conformation «directe», il y a formation dune
espéce Fe'™=0 et d’un radical HO® comme Datteste les évolutions des populations de
spin, reportées figure 3.17a. En séparant les deux bassins avec I'un ou la distance Op-
Od est inférieure a 2.27 A, correspondant a la forme Fe’*—OQOH et Pautre ot elle est
supérieure a 2.27 A, correspondant & la forme Fe*"=0 - HO", nous pouvons étudier des
grandeurs caractéristiques moyennes. La densité de spin du fer passe de 4.29 a 3.68 e, celle
de l'oxygene proximal de 0.23 a 0.70 e, celle de l'oxygene distal de 0.07 a 0.60 e et celle
du soufre de la cystéine 116 de 0.22 a -0.03 e. En parallele, en moyenne, la distance Fe-Op
passe de 2.03 4 1.75 A et la distance Fe-S passe de 2.47 & 2.37 A quand la distance Op-Od
passe de 1.57 4 2.42 A. Dans le cas de la conformation «une HyO pontante» (figure 3.17b),
nous avons le méme résultat. Cette fois la séparation des deux bassins se fait avec une
distance limite Op-Od égale & 2.16 A. Les densités de spin du Fer, de I'oxygéne proximal,
de l'oxygene distal et soufre passent respectivement de 4.31 a 3.62 e , de 0.22 a 0.59 e,
de 0.08 & 0.79 e et de 0.18 a -0.07 e. Pour les distances, la distances fer-oxygene proximal
se raccourcit de 1.96 & 1.69 A, comme la liaison fer-soufre qui passe de 2.46 a 2.43 A. La

distance Op-Od s’allonge de 1.55 & 2.36 A.

Ces résultats montrent que la rupture de la liaison Op-Od est tres défavorable comparée
a la formation de HyO,. Nous avons une barriere plus élevée a 22-24 kcal mol™ contre
une barriere de 7-11 kcal mol! pour la réactivité native. La rupture est homolytique

donnant lieu & une espece Fe*t=0 et un radical HO". Ce radical est tres réactif ainsi que
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I’espéece fer=oxo formée, les radicaux évoluent librement pour former des especes non radi-
cales moins réactives. Notamment 'espece fer-oxo retourne tres rapidement a une espece
Fer®™—OH, ce qui appuierait que cette espéce ne soit pas observée expérimentalement
dans le cas de la forme sauvage de la SOR (en plus du fait que la barriére de sa formation
soit extrémement défavorable). Egalement, le radical HO® s’additionne trés rapidement
sur la protéine, limitant la possibilité de le capter expérimentalement avec un spin trap
comme le DMPO. De plus, nous n’avons pas trouvé de protonation pour la réactivité

non-native, du moins sur 'oxygene distal qui entrainerait la rupture de la liaison Op-Od.

3.5 Conclusions sur la forme sauvage de la SOR

L’espéce fer ferrique hydroperoxo (Fe**—OOH) est une intermédiaire clé dans le cycle
catalytique de superoxyde réductase. Lors de la protonation de l'oxygene proximal, la
liaison Fe-Op est clivée et le produit final HyO, est libéré a partir du site actif. En dépit
d’étre une étape déterminante au cours du cycle catalytique, cette seconde protonation

est un processus tres peu documenté expérimentalement.

Une méthodologie complete de simulation a donc été congue pour comprendre comment
la protonation de Poxygéne proximal de I'intermédiaire Fe**—OOH est efficacement ca-
talysée par la SOR et ainsi donnant sa spécificité en tant qu’enzyme détoxifiante et non
une enzyme de type oxygénase (tel que P450, avec qui la SOR partage un Fe*t—OOH

intermédiaire analogue et un soufre en trans).

Cette méthodologie se résume en une étude conformationnelle MM dynamique de 1'hy-
droperoxyde de fer (Fe:”—OOH), intermédiaire clé, suivie d'une étude Well-Tempered
métadynamiques QM /MM du processus de protonation. Cette approche novatrice nous a
permis de mettre en évidence deux mécanismes possibles de la formation du produit final
H50, mais aussi de comprendre leurs spécificités. L’étude d’une réactivité non-native, mis

en évidence expérimentalement dans certain mutants, nous a permis de caractériser les
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especes formées.

Pour la réactivité native, dans un premier mécanisme, ’espece hydroperoxyde se dissocie
du centre de fer avant sa protonation sur l'oxygene proximal. Ce mécanisme assez inat-
tendu a une barriére limitante de seulement 7 kcal mol™ et implique une géométrie initiale
avec une interaction directe entre le ligand hydroperoxo et la lysine 48. Pour le deuxiéme
mécanisme, la structure de départ implique une molécule interstitielle d’eau entre la lysine
et le ligand hydroperoxo via des liaisons hydrogene. Dans ce cas, la premiere étape est la
protonation avec une barriére limitante de 11 kcal mol™? suivi de la dissociation, a partir

du fer, du Hy,O4 formé.

Concernant ’étude de la réactivité non-native (correspondant dans ce travail a la rupture
de la liaison entre l'oxygene proximal et 'oxygene distal), nous avons pu mettre en évi-
dence la formation d’une espéce Fe'™=0 via une rupture homolytique. Les barriéres pour
cette réactivité sont nettement plus élevées (22 ou 24 kcal mol™ en fonction de la confor-
mation de départ), ce qui caractérise bien cette réactivité comme non native. L’analyse

des produits formés a pu montrer leurs évolutions possibles.

Nous avons analysé le site actif avec des petits modeles pour étudier la configuration de
spin du fer, qui expérimentalement est haut spin tout au long du cycle catalytique de la
SOR. Nous avons testé diverses fonctionnelles pour reproduire de facon appropriée la confi-
guration de spin ainsi que les distances clé autour du site actif. La fonctionnelle hybride
B3LYP représente avec précision le haut spin du fer mais aussi les distances impliquant

le fer-ligand et celles internes aux ligands de la premiere sphére de coordination.

Les parametres MM développés (via des modeles QM en utilisant la fonctionnelle B3LYP)
pour cette étude sont tres cohérents et robustes pour de longues durées de simulation
(100 ns) pour I'intermédiaire Fe*™—OOH mais également pour Pintermédiaire Fe**—00".
Ensuite la dynamique MM a permis d’échantillonner les conformations de I’enzyme, en

particulier autour du site actif. Nous avons trouvé des conformations de micro-solvatation
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spécifiques, conduisant a des interactions entre le ligand (—OOH ou OO™) et une source
de proton, la lysine 48. En effet, les ligands sont en liaisons hydrogenes avec la lysine
48 de différentes manieres : soit directement, soit avec la participation d’une ou deux
molécules d’eau interstitielles. Les simulations MM de dynamiques ont donc montré la
grande flexibilité de la chaine latérale de Lys*®, qui soutient ’hypothése de son role en tant
que source/relais de protons au cours de la deuxiéme étape de protonation sur I'oxygene

proximal dans le cycle catalytique de la SOR.

Au cours des simulations de métadynamique Well-Tempered QM /MM, la fonctionnelle
hybride B3LYP a de nouveau été utilisée. A notre connaissance, aucune méthode simi-
laire impliquant une dynamique/métadynamique QM/MM avec une fonctionnelle de la
densité hybride pour décrire la partie QM n’a été utilisée sur de larges systemes comme des
métalloenzymes. La métadynamique Well-Tempered QM /MM permet d’aborder l'effet de
I’environnement sur la structure électronique du site actif, en particulier les interactions
avec la lysine 48 et les molécules d’eau, ce que des modeles QM trop succincts du site
actif ne permettent pas de modéliser. Ce méme environnement joue un role crucial dans
la seconde étape de protonation, selon le type d’interaction entre la lysine et le substrat
“OOH, deux mécanismes concurrents ont été trouvés. La barriere limitante la plus faible
trouvée est celle partant de la conformation «directe» avec un mécanisme dissociation-
protonation, mécanisme qui semble donc étre le mécanisme préféré pour la seconde étape
de protonation du cycle catalytique de la SOR. Le second mécanisme moins favorable
(protonation suivi de la dissociation) a été trouvé lorsqu’une molécule d’eau est intercalée
entre le substrat et la lysine 48 (ou par hypothese, plusieurs molécules d’eau). En plus
d’abaisser la barriere d’activation de 1’étape limitante du mécanisme, les effets de I'envi-
ronnement causés par le groupe ammonium chargé de la lysine 48 et la structure de la
micro-solvatation impose le mécanisme préféré (dissociation en premier) qui ne pourrait
ne pas étre décrit avec un modele ne prenant pas en compte l'environnement de fagon

explicite.
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Egalement nous avons pu élucider la nature des espéces qui sont susceptibles de se former
, N . .. N 4

lors d’une réactivité non-native. En cas de rupture de la liaison Op-Od, une espéce Fe' =0

a été mise en évidence bien que sa formation, dans la forme sauvage de la SOR, implique

une barriere élevée.

Des expériences de mutagénese dirigée sur la SOR ont montré que, lors du remplacement
de la lysine 48 par une isoleucine (mutant K48I), 'enzyme subi une altération de sa
réactivité. Dans ce mutant, bien que lors de la réaction avec OO" la protonation du
premier intermédiaire de réaction ne soit pas affectée par rapport au type sauvage, il n’y
plus formation de H,O,. Dans différentes conditions expérimentales, il été observée que
I'intermédiaire Fe*™—OOH dans le mutant K481, a pH élevé, conduit a la formation d’un
fer a haut degré d’oxydation Fe't/5*=0 qui n’est pas observé dans le type natif de la
SOR, montrant I'importance de la lysine 48 dans la réactivité de la SOR et de la nécessité
de Vinclure dans les études théoriques. Egalement le mutant N117A, ou l’arginine 117,
placée derriere le souffre de la cystéine 116, a été remplacée par une alanine présentent
une réactivité différente : expérimentalement une espéce Fe'™=0 a été caractérisée par
spectroscopie Raman ainsi qu’une altération de la liaison Fe-Scysi16. Ces mutations ont
attiré notre attention et elles permettent de régler finement les propriétés catalytiques de

la SOR et de pouvoir transformer sa réactivé de type réductase en type oxygénase.

L’approche méthodologique développée dans ce chapitre nous a permis de clarifier cer-
tains aspects de la réactivité de la SOR, nous avons donc choisi de la mettre de nouveau
en ceuvre pour étudier des mutants de la SOR dans le chapitre suivant, permettant en
particulier la comparaison entre la forme sauvage et les mutants, ainsi que I’étude des diffé-
rentes réactivités (native HyO, ou non-native Fe'"=0) et la compréhension des différents

facteurs ayant une incidence sur les processus réactifs.
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Etude des mutants de la SOR

Nous avons, dans le chapitre 3, développé une méthode complete pour I’étude de la forme
native de la SOR : analyse conformationelle via des dynamiques MM, mise au point d’un
champ de force pour le fer, étude de la réactivité native et non-native via des métadyna-
miques QM/MM et des études de structures électroniques via des modeles QM ou lors
des simulations de (méta)dynamiques QM/MM. Dans ce chapitre, nous allons I'appliquer
pour 'étude des mutations de la SOR et ainsi explorer plus en détail leur réactivités et

confirmer et expliquer leurs éventuelles différences.

Il existe plusieurs mutations effectuées sur la SOR de Desulfoarculus baarsii. Le nom de la
mutation est de la forme ABC, avec A la lettre de I’acide aminé remplacé, B son numéro
dans la chaine, et C I’acide aminé qui le remplace. Par exemple, nous avons E114A [7] qui
remplace le glutamate (E) 114 par une alanine (A). Ces mutations ont été réalisées dans
plusieurs optiques : stabiliser un intérmédiaire réactionnel [24], comprendre I'importance
de résidus en surface de la protéine a I'entrée du site actif [19], ou alors a 'arriere du site
actif, en trans de la coordination libre du fer, dans la seconde sphere de coordination [23].
Ces mutations expérimentales ont permis d’observer des différences dans la réactivité du

cycle catalytique de la SOR.
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Dans le tableau 4.1 et en figure 4.1, nous répertorions les différentes mutations étudiées

lors de cette these dont leur intérét sera détaillé immédiatement apres.

S—

Figure 4.1 — Site actif de la SOR sous sa forme Fe*". En orange, en vert et en violet
sont représentées respectivement la lysine 48, l'isoleucine 118 et l'asparagine 117. Les
hydrogenes ont été omis pour plus de clarté.

Noms Acides aminé mutés Replacement Impact sur

1118S Isoleucine 118 Sérine Premiére et deuxieme protonation
K481 Lysine 48 I[soleucine Deuxieme protonation

N117A Asparagine 117 Alanine Deuxieme protonation

Tableau 4.1 — Récapitulatif des mutations étudiées.

Concernant les mutations [118A, I118D et 1118S impliquant une mutation de I'isoleucine
en position 118, elles ont toutes montré une différence de vitesse de réactivité de la forma-
tion du deuxieme intermédiaire du cycle catalytique de la SOR. Concernant la premiere
étape, la formation de lespece Fe?m—00" qui présente une constant de vitesse k; & partir

de la forme Fe*™ lors d’un ajout de O, , elle n’est pas affectée par les mutations (I118) :
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les valeurs reportées sont de 1.2 4+ 0.2 10%, 1.1 4 0.3 10%, et 1.4 £ 0.3 10° M! s pour les
mutants [118A, 1118D et 1118S [23]. Ces valeurs sont proches de la valeur de 1.0 + 0.2 10°
reportée pour la forme native de la SOR [7,19]. De plus, cette premiere étape est indé-
pendante du pH pour la forme native et pour les mutations [7,19,23]. Par contre, pour la
deuxitéme étape, qui est la premicre protonation de I'espece Fe*"—00" donnant 'espéce
Fe**—OOH, il y a une variation de la vitesse de réaction ks, en fonction du pH : & pH > 8,
les mutants augmentent la vitesse de réaction d’un facteur 4. A pH < 8, il n’y a pas de
changement de réactivité. Les auteurs ont proposés que les mutants de l'isoleucine 118
ont un impact sur le pKa de Pespece Fe?T™—00" via un effet électronique trans par le
renforcement de la liaison Fe-Scys. Cette liaison serait impactée par des liaisons hydrogene
entre le soufre et le squelette de la protéine notamment via la partie amide des résidus
histidine 119 et isoleucine 118. Une diminution de la force de la liaison hydrogene entre
le groupe NH et le soufre renforce la liaison Fe-Scys. De méme les auteurs, via des calculs
QM sur des modeles, ont montrés I'impact de cette liaison hydrogene sur la liaison Fe-Scys

et la liaison Fe-Op dans les espéces Fe?™—00" et Fe*t—0OOH.

Nous étudierons dans ce chapitre seulement le mutant [118S car c¢’est le mutant présentant
les plus grandes différences de réactivité avec la forme sauvage. Ce mutant sera étudié
via des dynamiques MM et des modeles QM extrait de ces dynamiques sur le deuxiéme
intermédiaire du cycle catalytique pour comprendre en détail I'impact de la mutation de

la seconde sphere de coordination sur le site actif.

La mutation K48I, ou la lysine 48 a été remplacée par une isoleucine, a été réalisée dans
le but de comprendre le rdle de la lysine 48 dans le cycle catalytique de la SOR [19]. Les
auteurs de cet article ont montré I'importance du role de la lysine 48 dans le controle
de I'évolution de Pespece Fe*™ =00 pour former HyO,. Sans la présence de Lys®® et en
milieu non-acide, les auteurs ont montré qu’il n’y avait pas de formation de HyO, et que
Iespéce finale était une espece Fe?™. Pour déterminer la nature de I'espéce transitoire (ou

des espeéces) entre I'intermédiaire Fe*™—OOH et le Fe*", les auteurs ont montré la capacité
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de K48I a oxyder une oléfine (2-cyclohexen-1-0l), adaptée a la caractérisation d’espece fer-
oxo. L’intermédiaire Fe*™—~OOH évoluerait donc par une espéce Fe*'=0 en 'absence de
la lysine 48. Ce mutant sera abordé dans ce chapitre pour essayer de comprendre I'impact
de la lysine 48 sur la protonation de Iintermédiaire Fe*™—OOH du cycle catalytique de

la SOR et la formation d’une espece fer-oxo.

Dans le cas du mutant N117A ou l'asparagine 117 est mutée en alanine, aussi il a été
observé expérimentalement, par résonance Raman, la formation d’'une espece Fe=0. Ce
travail de Niviere et al n’ayant pas encore fait I’objet d’'une publication, notre role dans
cette thése sera de confirmer la formation de Uespece Fe*™=0 et de comprendre sa for-

mation, qui reste inexpliquée expérimentalement.

4.1 Les mutations de la SOR : étude conformationelle

4.1.1 Le site actif et mutations

Dans cette premiere partie, nous allons étudier en dynamique MM les mutants décrits
ci-dessus pour estimer I'impact des mutations sur la conformation du site actif. Les mu-
tants étudiés sont donc les mutants 1118S, N117A et K48I. Egalement, nous reportons
juste pour cette partie, le mutant E114A ou le résidu glutamate 114 est muté en alanine.
Ce mutant a comme propriété de ralentir la seconde protonation pour former Hy0O,. Il
n’implique pas de différence de réactivité, cette mutation a eu comme conséquence 1'iso-
lation de lintermédiaire Fe®*—OOH [24] et est reporté ici juste a titre de comparaison.
Nous allons étudier la forme Fe?™—OOH car, dans la littérature, c’est & partir de cette
espece que le cycle catalytique diverge et qu’'une différence de réactivité est observée :
non formation de 'espece HyO,. Si dans certains mutants la vitesse de réaction change
pour la formation du premier (Fe*™—00"") ou deuxiéme intermédiaire (Fe*"—OOH), leur

. , . . . . . L 1. - 3 . ,
formation a néanmoins bien lieu. En soit, 'intermédiaire Fe>*—OOH est le "dernier déno-

110



Chapitre 4: Etude des mutants de la SOR

minateur commun" entre la forme native et les mutants. Nous pouvons classer les mutants

en deux catégories (voir Figure 4.1) :

1. La mutation a lieu du cété de la sixieme coordination du fer (14 ou se coordonne le

Oy ), cest le cas de K481.

2. La mutation a lieu du co6té de la cystéine, en trans, du substrat, c’est le cas de

E114A, N117A et I118S.

Premierement, nous allons étudier le site actif des mutants et la seconde sphéere de coordi-
nation du dit-site. L’étude conformationnelle va nous permettre de relever des différences
notables entre la forme sauvage et les mutants sur ce second intermédiaire : notamment

via I’étude du squelette peptidique proche de la cystéine 116.

Ensuite, nous allons ré-employer 'analyse des liaisons hydrogenes avec le substrat effectuée
sur forme native de la SOR, pour étudier 'impact des mutations sur la répartition entre
les différentes formes d’interactions : «directe» (lysine 48 en interaction directe avec le
substrat), «une H,O pontante» (lysine espacée d'une molécule interstitielle), «deux HyO
pontantesy (lysine espacée de deux molécule d’eau), «sans lysine» (molécule d’eau seule)

et «aucune liaison hydrogene» (sans interaction).

Le mode opératoire sera exactement le méme que pour les dynamiques MM obtenues par
nous-méme pour la forme native. Les parametres MM du site actif, développés dans le
chapitre 3 par nous-méme, seront utilisés ici car la premiere sphere de coordination est
identique entre les mutants (Fe**, OOH ", His®, His®, His™, His''? et Cys''%). La protéine
mutée (chaine A et B) sera insérée dans une boite d’eau TIP3P & 8 A et neutralisée par
des ions Na™. Ensuite, elle sera fixée avec une constante de force K de 500 kcal mol™ A2,
et une minimisation des molécules d’eau et des contre ions sera effectuée pour limiter les
contacts proches. La contrainte sera ensuite enlevée pour une minimisation complete du
systeme. Une dynamique de chauffage a 300 K dans ’ensemble NVT pendant 25 ps sera

réalisée suivie d’une dynamique dans I’ensemble NPT pour atteindre d’une densité de 1
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pendant 975 ps. La dynamique de production d'une durée de 100 ns sera ensuite réalisée

dans l'ensemble NVT.
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Figure 4.2 — RMSD de la protéine entiére pour la forme sauvage (a), les mutants étudiés
(b-d), et le mutant E114A (e) au cours du temps.
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Figure 4.2 — RMSD de la protéine entiére pour la forme sauvage (a), les mutants étudiés
(b-d), et le mutant E114A (e) au cours du temps. (suite)

Figure 4.2, nous reportons les RMSD des quatre mutants (et également celui de la forme
sauvage) sous leur forme Fe*™—OOH. Les paramétres MM développés dans le chapitre 3
s’adaptent treés bien pour I'étude des mutations. Pour les quatre mutants, les fluctuations
restent sous le seuil de 2.0 A pour tous les atomes de la protéine avec respectivement pour
la forme native et les mutants N117A, 1118S, K481 et E114A, des valeurs moyennes de
1.61 £ 0.13 A, 1.59 £ 0.12 A, 1.48 £ 0.1 A, 1.46 £ 0.11 A et 1.45 + 0.10 A. Les valeurs
sont toutes tres proches et ne permettent que la conclusion que les mutations n’ont pas
d’effet sur la structure de la protéine : elle garde la méme structure (homo)dimérique que
la forme sauvage quelque soit la mutation. La figure 4.3 quant a elle montre les RMSD

pour le site actif comprenant le fer et les acides aminés liés, la lysine (ou 'isoleucine dans
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temps.
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Figure 4.3 - RMSD du site actif (Fe*", OOH ", His®, His%, His™, His''?, Cys''® et Lys®®)
pour la forme sauvage (a), les mutants étudiés (b-d) et le mutant E114A (e) au cours du
temps. (suite)

le cas du mutant K48I) et le substrat OOH. Cela permet de visualiser si les mutations
ont un impact sur le site actif uniquement par les effets stériques ou électrostatiques :
les constantes de forces et parametres non-liant sont identiques pour le site actif et non
dépendant de la mutation. Par ailleurs, nous reportons dans le tableau 4.2 différentes
valeurs de RMSD : le site actif uniquement, le site actif seul plus la partie squelette;i4.119

comportant la série d’acide aminés Glu'4, Tyr!!5 Cys!® Asn!'7 Ile!'® et His'Y.

Le mutant K48I donne des valeurs relativement proches de celles de forme native car la
mutation de la lysine par une isoleucine n’impacte pas la structure méme du site actif

contrairement aux autres mutants pour qui la mutation a lieu sur la partie squelette;j4.119

115



Chapitre 4: Etude des mutants de la SOR

Mutants RMSD du site actif (A) RMSD du site actif + squelette;i4119 (A)

WT 0.57 £ 0.10 0.89 £ 0.17
K481 0.51 £ 0.08 0.83 = 0.10
N117A 0.61 £ 0.10 0.85 &= 0.10
11185 0.72 £ 0.09 0.79 £+ 0.09
E114A 0.47 £ 0.07 0.66 £+ 0.09

Tableau 4.2 — Moyenne du RSMD du site actif (Fe*", OOH", His*, His®, His™, His!!?,
Cys!'!6 et Lys®®) et du site actif + squelette;is.q1g.

qui comprend la cystéine 116 et I'histidine 119. Le mutant N117A ne semble pas avoir un
impact particulier sur la mobilité du site actif. Les mutants [118S et E114A ont un léger

impact sur le site actif soit en le stabilisant (E114A) soit en le déstabilisant (I118S).

Ensuite, nous nous sommes intéressés a la géométrie du site actif, dans I'optique de voir
la présence ou non de différence entre la forme sauvage et les mutants. Les valeurs sont
reportées dans le tableau 4.3. La distance fer-oxygene dans qui dans le cas de la forme
sauvage était de 2.04 + 0.12 A, est dans les mutants N117A, 1118S, K481 et E114A
également égale & 2.04 4+ 0.12 A. Tl n’y a pas de différence ce qui s’explique en soit par les
méme parametres du champ de force utilisés dans la forme sauvage et les mutants. Il en
est de méme pour la distance oxygene proximal et oxygene distal, dans la forme sauvage
et dans tous les mutants elle est de 1.47 4 0.07 A. La distance fer-soufre (de la cystéine
116) quant a elle est de 2.43 £+ 0.15 A pour la forme sauvage et de 2.44 + 0.15 pour le
mutant N117A, 2.43 + 0.15 A pour 11188, 2.43 4+ 0.15 A pour K481 et 2.44 4 0.15 A pour
E114A. Egalement, les valeurs des distances entre le fer et les azotes portés par les quatre
histidines possédent la méme valeur de respectivement de 2.36 + 0.18 A, 2.30 + 0.18 A,

2.324+0.18 Aet 227+ 0.18 A pour les liaisons Fe-Nyjs49, Fe-Npiseo, Fe-Npigrs et Fe-Ngig119.

Pour les valeurs des angles, une légere différence est observée dans le cas du mutant N117A
ou l'angle Fe-Op-Od possede une valeur de 131 4 16 ° contre 126 4+ 9 ° pour les autres
formes de la SOR (forme sauvages et autre mutations étudiées). Egalement, ’angle Op-

Od-Hd possede une valeur de 115 £ 24 ° tandis que dans les autres formes, elle est de
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Distance (A) Fe-Op S-Fe Op-Od

WT 2.04 £ 0.12 243 £0.15 1.47 £ 0.07
N117A 204 £0.12 244 £ 0.15 147 £0.07

11185 204 £0.12 243 £ 0.15 147 £0.07

K481 204 £0.12 243 +£0.15 147 £0.07
E114A 204 £0.12 244 +0.15 147 £0.07

Angle (°) Fe-Op-Od  Op-Od-Hd Cp-S-Fe  Cp-S-Op-Od

WT 126 £ 9 107 £ 10 117 £ 7 -02 = 39
N117A 131 £ 16 115 + 24 118 £ 7 -56 £ 36
11185 126 £ 9 107 £ 10 117 £ 7 -51 £ 52
K48I 126 £ 9 108 = 10 118 £ 7 -51 £+ 33
E114A 125 £ 9 107 £ 10 117+ 7 -04 £ 33

Tableau 4.3 — Les distances et les angles importants (courbure et diedre) pour les espéces
Fe*™—OOH pour la forme sauvage et les quatre mutants étudiés.

107 4+ 10 °. C’est un résultat surprenant car la mutation a lieu de 'autre c6té du plan

formé par les quatre azotes des histidines par rapport au ligand OOH.

Dans ce mutant N117A également 'angle diedre Cs-S-Op-Od a une valeur légérement
différente des autres formes. L’angle a une valeur de -56 + 36 ° comparée aux -52 + 39 °
de la forme sauvage. Cet angle présente aussi une disparité pour le mutant I118S : si
la valeur de I'angle moyenne est la méme, la dispersion est plus large. Pour le mutant
I118S T'angle diedre Cg-S-Op-Od posséde une valeur de -51 £ 52 °. Il est important de
noter que les moyennes de cet angle diedre C3-S-Op-Od cache deux conformations, comme
indiqué dans le chapitre 3, ou I'une correspondant pour la forme sauvage a la conformation

«directey» et 'autre a la conformation «une H,O pontante» .

Ces subtiles différences dans le site actif de la SOR occasionnées par les mutations ou alors
I’absence totale de différence comparée a la forme sauvage n’expliquent pas la différence
de réactivité obtenue. Pour expliquer cette différence de réactivité pour tous les mutants

étudiés sauf K481, nous étudierons comment les modifications de la chaine peptidique via
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Dist. Dist. Angle
Accepteur Donneur

H-A (A) N-A (A)  D-H-A (°)
WT SCys'6  HIle!® NIle'™ 244 +£0.39 3.37£0.36 155 £ 21
SCys'®  H His'® N His'?® 231 4047 3.23 &£ 0.31 155 £ 31
N117A SCys!®  HIle!'™ NIle'® 2344 0.37 3.31+£0.35 160 £ 18
SCys!®  H His'® N His'?® 2.35 +£0.53 3.26 & 0.35 153 £ 34
[1188 SCys!®  H Ser''® N Ser'!® 229 4+ 0.31 3.224+0.27 153 £ 19
SCys''6  H His''® N His'® 243 £0.51 3.27 +£0.32 143 £ 33
K4S SCys!®  HIle'™ NIle'® 246 4+ 0.37 3.40 & 0.33 156 £ 20
SCys!®  H His'® N His'?® 234 £ 048 3.25 4+ 0.32 152 £ 31
E114A SCys!t®  HIle!™ NIe' 2424 0.37 3.354+0.33 154 £ 21
SCys''6  H His''® N His'® 231 £047 3.224+0.30 154 £ 33

Tableau 4.4 — Liaisons hydrogene entre les atomes de soufre de la cystéine du centre SOR
Fe*™—0O0H et les groupes amides des acides aminés voisins (squelette petidique).

les liaisons hydrogene qu’elle forme avec la cystéine 116 peut impacter la réactivité du
mutant. Nous avons donc regardé les liaisons hydrogenes entre ces résidus et le soufre de
Cys!6 pour la forme sauvage et les mutants. Les valeurs sont répertoriées dans le tableau

4.4.

Pour la forme sauvage, concernant la liaison hydrogéne entre le soufre de Cys!'6 et 'amide
N-H de Ile™®, la distance entre I'accepteur (S) et le donneur (N) est de 3.37 &= 0.36 A
avec un angle S-H-N de 155 + 21 °. Pour le mutant N117A cette méme distance est plus
courte, prenant une valeur de 3.31 + 0.35 A et Pangle est plus grand avec une valeur
moyenne de 160 £ 18 °. Ceci laisse a supposer que cette liaison est plus présente dans le
mutant N117A que dans la forme native. Egalement, pour le mutant 1118S, nous avons
trouvé une distance moyenne entre le soufre et I’azote du groupement amide de la Serine
118 de 2.23 + 0.27 A tandis que l’angle S-H-N quant & lui posséde une valeur proche
de la valeur de I'angle dans la forme sauvage avec une valeur moyenne de 153 + 19 °.
Ceci laisse a supposer que cette liaison hydrogene est également renforcée dans le mutant
[118S. Pour les mutants K481 et E114A, nous ne relevons pas de différence significative

pour les distances S-N, S-H ou bien 'angle S-H-N comparativement a la forme sauvage
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de la SOR.

Il est également important de noter que dans le mutant I118S, la sérine peut occasionnel-
lement effectuée une liaison hydrogene entre le soufre et 'oxygene de son groupement hy-
droxyle. La valeur moyenne des distance S-O et S-H sont respectivement de 4.54 + 0.76 A
et 4.31 &+ 1.39 A avec un angle S-H-O de 99 + 55 °. Ces valeurs présentant une grande
amplitude, nous pouvons admettre 'hypothese que contrairement a la liaison hydrogene
entre le soufre et 'azote de I'amide qui est toujours présente mais dont l'intensité varie,
cette liaison entre le soufre et le groupement hydroxyle est soit présente, soit absente.

Nous discuteront de cet aspect plus loin dans le chapitre.

Pour la forme sauvage, la liaison hydrogene entre le soufre de Cys''6 et I’azote de I’amide
de His''? possede une distance S-N de 3.23 & 0.31 A et un angle S-H-N de 155 + 31 °.
Dans le cas du mutant N117A, la distance S-N est légérement plus longue : 3.26 + 0.35 A
et 'angle S-H-N a une valeur semblable de 153 + 34 °. Pour le mutant 111885, la distance
moyenne S-N est de 3.27 4+ 0.32 A avec un angle S-H-N de 143 + 33 °. Dans ce mutant
la longueur de liaison est plus grande et ’angle plus petit, la liaison hydrogene est plus
faible. Pour les mutant K481 et E114A, comme pour la liaison impliquant Ile*'®, la liaison

119

hydrogene impliquant le soufre et I'amide de His"*” ne présente pas de différence notable.

Les mutants K481 et E114A sont tres proches de la forme sauvage : cela peut s’expliquer
assez intuitivement. Dans le mutant K48I, la mutation a lieu a une distance lointaine
du site actif, en trans du soufre et encore plus loin de la chaine peptidique. Pour le mu-
tant E114A, la mutation n’as pas lieu "entre' les acides aminés impliqués (entre Cys!®
et His''Y). Tandis que comparativement a la forme sauvage, les mutants N117A et 1118S
possedent respectivement une liaison hydrogene S-NHpe/ser118 1égerement renforcée ren-
forcée et une liaison S-NHyjs119 légerement affaiblie : les mutations ont lieu entre les acides
aminés. Ils ont un impact sur la seconde spheére de coordination : dans N117A, il y a re-
placement d’une asparagine polaire par une alanine moins encombrante et non polaire ou

dans I118S, le remplacement d’une isoleucine non polaire par une sérine polaire et moins
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Angle diedre (°) 119 P119 t11s P18 Y117 P117
WT 13 +£20 -113 +£27 -25+£37 -114+28 -18 £19 -64 £+ 15
N117A 15£20 -114 £27 -21 £36 -120 £ 26 -23 £22 -56 £+ 19
I118S 18 £21 -131 £22 -21+£23 -113+£25 -17+£19 -62+ 15
K481 13+£21 -116 £27 -19+£34 -119+25 -18 £18 -63 £+ 15
E114A 14 +18 -113+27 -27+38 -111+29 -18+£19 -64 £+ 15

Tableau 4.5 — Valeurs des angles diedres du squelette peptidique des especes Fe®t—OOH
de la forme sauvage et des quatre mutants étudiés.

encombrante. Nous allons donc étudier la partie dite squelette peptidique comprenant

Cys!''6, Asn/Alat? Tle/Ser!!® et His?.

Dans le tableau 4.5, nous répertorions les valeurs moyennes des angles diedres suivant,

Y119, 119, Y118, G118, Y117 et P17 du squelette peptidique.

Les valeurs moyennes des angles diedres du squelette peptidique n’ont pas de sens phy-
sique a proprement parler : les moyennes sont souvent des moyennes de deux ou plusieurs
conformations spécifiques. Ici, ils nous permettent de comparer les mutations 'grosso
modo" avant de détailler les conformations différentes. Par exemple, nous pouvont voir
qu’il y a une différence pour I'angle 1113 qui prend une valeur moyenne de -21 + 23 °
dans le mutant I118S & comparer au -25 4+ 37 ° de la forme sauvage, variation principa-
lement sur I'amplitude de 'angle qui peut impliquer ’hypothése suivante : I'amplitude
entre deux conformations est plus importante si la distribution est identique. Il peut y
avoir des différences dans la distribution des conformations. Nous avons également noté
une différence de la valeur de I'angle dieédre ¢q19 qui est de -131 £+ 22 ° pour le mutant
[118S et -113 + 27 ° pour la forme sauvage. Cette mutation a visiblement un impact sur le
squelette;ig.119 comme suspecté. Dans le cas du mutant N117A, la variation a lieu sur les
angles diedre ¢11s, V117, ¢117, ce qui fait que 'impact cette fois a lieu sur le squelette;;7.11s.
Le mutant E114A quant a lui n’a que peu d’impact sur cette partie du squelette pepti-
dique. Le mutant K48 présente des légeres variations notamment sur ’angle 1115 ou

il prend une valeur moyenne de -19 + 34 ° et I'angle ¢;15 ou la valeur moyenne est de
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-119 + 25 °. Ces différences seront affinées par I’étude suivante. Premierement nous analy-
serons la forme sauvage de la SOR, en détaillant toutes les liaisons hydrogenes, les angles
diedres et les conformations pour comprendre ces conformations et ensuite nous ferons la

méme étude pour les différents mutants.

4.1.2 La forme sauvage : conformations du squelette peptidique

autour du site actif et influence sur Cys!16

Un certain nombre de mutation impliquant directement le squelette peptidique, nous avons
mené une analyse plus détaillée de ces conformations. La partie 4.1.2 sera consacrée a la

forme sauvage, et la partie 4.1.3 aux mutations.

4.1.2.1 Liaisons hydrogéenes du squelette peptidique

Nous allons d’abord étudier les liaisons hydrogenes que forment les acides aminés du
squelette;16.119 avec leurs acides aminés voisins, car nous avons vu que des mutations,

comme [118S ou N117A, impactaient cette partie spécifique du squelette.

L’asparagine 117 est & 82 £ 2% du temps de simulation engagée dans une liaison hydrogene
via I'oxygene de sa fonction amide portée par sa chaine latérale avec le groupement N-
H de la fonction amide de la chaine peptidique de la tyrosine 76. Egalement, toujours
pour Asn''” le groupe N-H de sa chaine latérale est également impliqué dans une liaison
hydrogene avec I'oxygene de la chaine peptidique de la lysine 74 pour 83 4+ 1% du temps.
Pour la chaine peptique de Asn''”, le groupement N-H est donneur pour former une liaison
hydrogene avec I'oxygene de la chaine peptidique de la tyrosine 76 et ce dans 90 £+ 1%
des cas. Ces liaisons hydrogenes sont représentées dans la figure 4.4a. Le fait que cet
acide aminé possede trois liaisons hydrogene sous-entend un role important de cet acide
aminé dans la stabilité de la seconde sphére de coordination. Aussi peut on s’attendre a

un comportement différent du mutant N117A, ce qui sera discuté en section 4.1.3.
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Nwizz @

Oue

(a) (b)

Figure 4.4 — Liaisons hydrogene pour les résidus Asn''7 (a) et His''? (b). Le site actif de
la forme sauvage est représenté par le Fer, la chaine peptidique : Cys'!6, Asn!!” Ile!!8
et His''; et le ligand OOH. Les atomes d’azotes des trois histidines non représentées
(His?, His® et His™) sont en noir. Les hydrogenes des acides aminés n’intervenant pas
dans des liaisons hydrogenes ne sont pas représentés. Les couleurs sont, pour les atomes
Fe, S, O, N, C et H, respectivement ocre, jaune, rouge, bleu, gris et blanc.
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(a) (b)

Figure 4.5 — Liaisons hydrogene pour les résidus Cys'® (a) et Ile!® (b). Le site actif de
la forme sauvage est représenté par le Fer, la chaine peptidique : Cys!'®, Asn!!? Ile!!®
et His'®; et le ligand OOH. Les atomes d’azotes des trois histidines non représentées
(His?, His® et His™) sont en noir. Les hydrogenes des acides aminés n’intervenant pas
dans des liaisons hydrogenes ne sont pas représentés. Les couleurs sont, pour les atomes
Fe, S, O, N, C et H, respectivement ocre, jaune, rouge, bleu, gris et blanc.

Pour T'histidine 119, 'oxygene de sa chaine peptidique est accepteur dans le cadre d'une
liaison hydrogene avec 1'azote de la fonction indole du tryptophane 122 dans 51 + 6% du
temps. Comme discuté précédemment, via son groupement (N-H)pepi, His''? forme une
liaison hydrogene avec le soufre de la cystéine 116 dans 66 + 12% du temps de simulation.
Ces deux liaisons H ajoutent de la rigidité en plus de l'action de I'histidine 119 dans la

premiere spheére de coordination du fer.

L’isoleucine 118 ne forme qu’'une liaison hydrogene seule liaison hydrogene avec les acides
aminés environnants. Ile!'® forme une liaison uniquement avec le soufre de la chaine laté-
rale de la cystéine 116 via son groupement (N-H),epti. Cette liaison a lieu dans 55 £ 4%

du temps, ce qui peut favoriser une certaine flexibilité pour cette acide aminé.

Dans le cas de la cystéine 116, son groupement (N-H),epti est donneur dans une liaison

hydrogene avec 'oxygeéne de chaine peptidique de la glycine 120 dans 88 4+ 3% du temps.
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Comme P'histidine 119, le soufre de sa chaine latérale fait partie de la premiere sphere de
coordination du fer, en plus d’avoir trois liaisons hydrogene (avec Gly'?°, His'!? et Tle!''®).
Le soufre possede jusqu’a deux liaisons hydrogene : si I'histidine 119 fait parti du site actif

18 &tant entre Cysyig et Hisiyg tout comme Asniy; qui ont été

et ne peut étre muté, Ile
muté pour jouer sur ces liaisons hydrogene avec le soufre (I'isoleucine 118 de fagon directe

(I118S), 'asparagine 117 (N117A) de part sa proximité avec Cysig et Ilejsg).

4.1.2.2 Liens entre les diédres du squelette peptidique et les conformations

Avec ces informations sur la présence de liaisons hydrogenes et I’hypothese d’une rigidité
du squelette dépendante du nombre de liaisons hydrogene pour certains acides aminés,
nous allons étudier les diedres du squelette;;7.119. Nous reportons dans la figure 4.6 les

variations au cours du temps diedres ¢ et ¢ ainsi que la moyenne glissante sur 30 points.

Nous pouvons voir qu’il y a deux conformations pour les angles 1115 et ¢113 dans la forme
sauvage. Nous définissons que la conformation est de la forme S7 lorsque 'angle diedre
1118 est compris entre -20 ° et 10 °. La conformation sera de la forme S2 lorsque ce méme
angle diedre (1115) est compris entre -60 ° et -30 °. La forme S7 posséde un angle 11;g
égal a -8 £ 15 ° et un angle ¢115 égal a -125 + 12 °. Cette conformation est présente, dans
la forme sauvage, environ 40% du temps. L’autre forme, 52, est présente environ 41% du
temps. L’angle 1115 est égal a -42 £ 15 ° et 'angle ¢115 est égal a -100 4+ 13 °. Ces deux
conformations ont un impact sur ’'angle ¢119. L’angle ¢119 prend en effet des valeurs de

-120 £ 6 ° pour la forme S1 et de -110 + 6 ° S2. Ces deux conformations ont peu d’impact

sur les angles 1/]119, ’QZ)117 et ¢117.

Nous pouvons formuler 'hypothese que la non-variation des conformations pour 17 et
o117 s’explique par le fait que 'asparagine 117 possede trois liaisons H lui conférant une
certaine rigidité. Le fait que I'angle 1119 est invariant et la faible amplitude (=~ 10 °) de
O119 s’expliquent par le fait que ce résidu est dans la premiere sphere de coordination du

Fer et possede deux liaisons hydrogene avec des résidus voisins qui de ce fait le contraigne
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Figure 4.6 — Angles diedres caractéristiques du squelette peptidique de la forme sauvage en
fonction du temps (points noir). Les moyennes glissantes sur 30 points sont représentées
en lignes rouge.
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Figure 4.6 — Angles diedres caractéristiques du squelette peptidique de la forme sauvage en
fonction du temps (points noir). Les moyennes glissantes sur 30 points sont représentées
en lignes rouge. (suite)
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Figure 4.7 — Angle diedre x115 de la forme sauvage en fonction du temps (points noir). La,
moyenne glissante sur 30 points est représentée par une ligne rouge.

dans sa conformation.

Concernant Ile!!®

, ce résidu ne possede qu’'une seule liaison H avec le soufre de Cysji4 et
que 55 £ 4% du temps, cette faible abondance (sparsity) de liaison hydrogene explique
la facilité de passer d’une conformation & l'autre (Elles sont présentes dans un ratio
S1/52 égal a 1.3 environ). Egalement, il v a une forte variation des valeurs des angles
diedres d’'une forme a l'autre (variant de 35 ° pour 13 et de 25 ° ¢q15). La rigidité

de la conformation d’Tle!!®

étant plus faible, et sa chaine latérale étant un groupement
CH(CH3)(CH,CH3) sans aucune liaison hydrogene (étant apolaire) et asymétrique via
son carbone Cg, il peut exister une rotation de cette chaine latérale via 'angle diedre
X11s (représenté figure 4.7). Pour cette rotation spécifique autour du diedre xis, nous
définissons deux conformations N1 et N2. L’angle diedre 115 prend une valeur de 62 £ 16 °
pour la forme N1 dans environ 49% du temps. Dans 44% du temps, il prend une valeur de
-54 + 14 ° correspondant a la forme N2. La corrélation entre que les diedres du squelette
peptidique 1113/ d115 et celui de la chaine latérale x115 soit dans la forme S1 /N1 et S2/N2
est, respectivement, de 80% et de 83%. C’est a dire que dans 80% du temps que le systéme
est dans la forme N1, il est dans la forme S1. Nous pouvons donc appuyer le fait que la

118

rotation la chaine latérale de Ile''® via 15 et les conformations du squelette peptidique

découlant de 115/ ¢p115 sont corellées.

127



Chapitre 4: Etude des mutants de la SOR

3.0 180.0
2.8 170.0
160.0 ¥ 15

26

150.0

Distance [A]
Angle [°]

140.0 S R s
130.0 [~ o N

120.0 : : :
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100

Temps [ns] Temps [ns]
(a) Distance Hpis119-Scysi16 (b) Angle Nyis119-Hmis119-Scysi16

3.0 T T ; 180.0 T T T

28 |- v e . 170.0

Distance [A]

160.0
150.0

Angle [°]

1400

130.0

120.0 : : :
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100

Temps [ns] Temps [ns]

(c) Distance Hye118-Scysii6 (d) Angle Nyje118-Hne118-Scysi16

Figure 4.8 — Distances hydrogene-soufre et angle azote-hydrogene-soufre des liaisons hy-
drogene His''-Cys!1® et Tle!'®-Cys''® au coups du temps (points noir). Les moyennes
glissantes sur 30 points sont représentées en lignes rouge.

4.1.2.3 Liaisons hydrogéne impliquant le soufre de Cys''® en fonction des

conformations

En reprenant ’hypotheése que les mutants 1118S et N117A influencent sur les liaisons
hydrogenes entre les fonctions amides ((N-H)pepii) du squelette peptidique (Ile/Ser''® et
His''?) et le soufre de Cys!!%, et que nous avons étudiés les variations des valeurs moyennes
des angles diedres 1//¢, nous avons analysé sil y a corrélation entre les conformations du
squelette et les liaisons hydrogene dans le cas de la forme sauvage : est ce qu'une des

conformations S1 ou 52 favorise ou non les liaisons hydrogene ?

La figure 4.8 représente les variations des distances H-S et des angles N-H-S pour la
forme sauvage pour les deux liaisons hydrogene d’intérét. Nous pouvons déja remarquer
deux conformations. Pour la liaison hydrogeéne His'!?-Cys!!¢, les deux conformations sont

visibles avec la distance H-S (4.8a) et également avec I'angle N-H-S (4.8b), tandis que
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118

pour la liaison H Ile!'8-Cys!6, les deux conformations se remarquent uniquement sur la

distance H-S (4.8c).

Avec ces informations, nous déduisons qu'’il y a liaison hydrogene entre le Scysi16 €t Npei1s
lorsque la distance Hpei18-Scysi16 est inférieure a 2.40 A et I'angle Nyei18-Hne118-Scysii6
est supérieur a 140 °. Pour une distance Hpis119-Scysi16 inférieure a 2.25 A et un angle
Nuis119-Hris119-Scysi16 supérieur a 160 °, il y a liaison hydrogene entre Scysi16 €t Nisiig-
Ces parametres ont été choisis que les deux conformations correspondent bien a des confor-
mations avec ou sans liaisons hydrogene. Les valeurs moyennes pour les distances Nyje1s-
Scys116, Hue118-Scysi16 et I'angle Nye118-Hre118-Scys116 sont respectivement de 3.24 £ 0.09 A,
2.27 + 0.08 A et 158 + 8 ° lorsqu’il y a liaison H, présente 45% du temps de simulation et
de 3.45 + 0.17 A, 2.67 £ 0.19 A et 134 £ 5 ° lorsqu’il n’y a pas liaison H, présente 55% du
temps. Pour les distances NHisllQ‘SCysllﬁa HHisllQ'SCysllﬁ et I'angle NHisllQ‘HHiSHQ‘SCysllﬁa
les valeurs sont respectivement de 3.13 4 0.08 A, 2.12 + 0.08 A et 168 + 5 ° lorsqu’il y
a liaison H présente & 33% et 3.34 &+ 0.15 A, 2.51 + 0.22 et 140 + 13 ° lorsque la liaison
n’est pas présente (67%). Quatre conformations peuvent avoir lieu : double, 118, 119 ou
aucune. La conformation double a lieu lorsque les deux résidus Ile!'® et His''® engagent
des liaisons hydrogene avec le soufre de Cys!!6. 118 et 119 attestent de la présence d’une

liaison H pour I'un ou l'autre des résidus en question. aucune ne présente aucune liaison

H.

Les conditions ci-dessus sont choisies pour faire correspondre les conformations de liaison
hydrogene en fonction des conformations S1/S52, elles ne définissent pas strictement les
deux états : liaison H ou absence de liaison H. Lorsque le systeme est dans la forme 7119 ou
double, la liaison H est bien présente entre Cys'® et His'!?. Par contre lorsque le systéme
est dans la forme 118 ou aucune, la liaison H entre Cys''® et His'!? peut avoir lieu,
en possédant néanmoins une distance plus longue et supérieure & 2.25 A, critére retenu
précédemment. Avec des conditions classiques (distance Accepteur-Donneur inférieure &

3.5 A et angle Accepteur-H-Donneur supérieur a 140 °), la liaison hydrogene entre His!*
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Occurrence/S2 Occurences/S1
Forme S2 et double 39% Forme S1 et double 4%
Forme S2 et 118 22% Forme S1 et 118 26%
Forme S2 et 119 20% Forme 51 et 119 4%
Forme S2 et liaison H 81% Forme S1 et liaison H 33%
Forme S2 et aucune 19% Forme S1 et aucune 67%
Aucune corrélation S2 et liaison H 40% Aucune corrélation S1 et liaison H 79%

Tableau 4.6 — Corrélation entre les liaisons hydrogene "fortes" et les conformations S1/S2.

et Cys!'! est présente dans 66 % du temps. Nous avons donc de maniére générale, une
liaison H "forte" présente 33% du temps, 33% du temps une liaison H plus 'faible" et
34% aucune liaison hydrogéne. Dans le cas de la liaison entre Cys''® et Ile!'8, la liaison
hydrogene est présente 55% du temps, décomposée en 45% de "forte" et 10% de plus
"faible".

Le tableau 4.6 représente les corrélations entre conformations S1/52 et les conformations

liaisons hydrogene "fortes".

D’apres le tableau 4.6, lorsque que le systéme a la conformation S2, il y a 81% du temps
une liaison hydrogene : 39% les deux liaisons hydrogene (double), 22% pour Tle!'® et 20%
His''® uniquement. Dans 40% du temps il n’y aucune corrélation entre la forme S2 et les
liaisons hydrogene : 19% de forme S2 sont sans liaison hydrogene et il y a des liaisons
hydrogenes mais soit avec la forme S7 soit avec une forme intermédiaire. 19% du temps
le systéme n’est pas dans la forme S1 ou 52, les critéres de sélections ne se recouvrant pas
vide infra. Néanmoins il y a une bonne corrélation entre la forme S2 et I’état des liaisons

hydrogenes.

Pour la forme S1, 67% du temps quand le systéme passe sous cette forme, il n’y a aucune

liaison hydrogeéne. Il est important de noter que la liaison hydrogéne avec Ile!'® & lieu

également sous la forme S7 : 26% du temps de simulation.

De ces informations nous pouvons déduire que la forme S2 favorise les liaisons hydrogenes

avec le soufre de la cystéine 116 et les deux acides aminés Ile!® et His''? influencant les
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Conformations Distance Fe-S (A) Distance Fe-Op (A) Distance Op-Od (A)

double 2.430 £ 0.148 2.043 £ 0.124 1.469 £ 0.066
119 2.429 £ 0.152 2.044 £ 0.122 1.469 +£ 0.067
118 2.437 £ 0.148 2.044 £ 0.122 1.469 £ 0.066

aucune 2.429 £ 0.151 2.045 £ 0.123 1.469 £+ 0.067

Tableau 4.7 — Valeurs des distances Fe-S, Fe-Op et Op-Od en fonction des conformations
de liaisons hydrogene pour la forme sauvage dans nos dynamiques MM.

deux liaisons en proportion identique (59% et 61% pour His''? et Tle''® respectivement).

118

La liaison avec Ile''® peut aussi avoir lieu dans la forme S7 dans une proportion plus rare,

119

soit dans 30%. La liaison avec His'*” n’apparait qu’a 8% dans la forme S1.

Les conformations S7 et S2 font varier la force de la liaison H. La forme S2 renforce la

liaison H tandis que la forme S7 'affaiblit voir la rompt.

4.1.2.4 Relations entre liaisons H avec Scys116 €t les distances Fer-Soufre et

Fer-Oxygene

La derniere corrélation a étudier est celle entre les liaisons hydrogene liées aux conforma-
tions avec le soufre de la cystéine 116 et la distance fer-soufre, qui elle, va influencer par
effet trans la liaison fer-oxygene,, et la liaison oxygene,-oxygenes. Nous sommes conscient
que Deffet sera surement minime sur les liaisons au niveau MM vu que ces liaisons sont pa-
ramétrées avec une distance moyenne et une constante de force, néanmoins nous pouvons
regarder l'effet et calculer les différentes conformations via des modeles QM comprenant

une centaine d’atomes.

Dans le tableau 4.7, nous reportons les distances moyennes fer-soufre, fer-oxygene, et
oxygene,-oxygeneq pour les conformations double, 118, 119 et aucune. Dans le cas de
la conformation double, la distance Fe-S est de 2.430 + 0.148 A, la distance Fe-Op est
de 2.043 + 0.124 A et la distance Op-Od de 1.469 + 0.066 A. Pour la conformation

aucune, les distances sont respectivement pour Fe-S, Fe-Op et Op-Od de 2.429 + 0.151 A,
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Distance Fe-S (A)  Distance Fe-Op (A)  Distance Op-Od (A)

S1 2.414 1.948 1.452
52 2.398 1.961 1.451
Distance H118—S (A) Angle N118—H118-S (o) Distance Hng—S (A) Angle N119—H119—S (O)
S1 2.542 147.83 2.894 157.18
S2 2.336 161.63 2.408 170.95
xis (%) Yus (°) dus (°) Vg (°) b119 (°)
S1 54.91 -9.38 -120.47 26.82 -122.16
S2 -53.82 -43.00 -113.18 9.86 -102.23

Tableau 4.8 — Distances et angles caractéristiques du site actif pour les modeles QM en
fonction des deux conformations S71 et S2.

2.045 4+ 0.123 A et 1.469 + 0.067 A. Les différences entre ces deux formes extrémes ne
permettent pas de formuler une conclusion tant les différences sont faibles. Le tableau
4.7 référence également les deux formes 118 et 119. De ces données nous ne pouvont pas
mesurer I'impact des liaisons hydrogene avec le soufre sur les distances Fe-S et Fe-Op de

part la paramétrisation des forces de liaisons qui est la méme dans les deux conformations.

Nous avons donc effectué des calculs QM sur des géométries extraites des dynamiques
MM. Pour définir un systéme nous avons conservés les acides aminés His*®, His®, His™,
Cys!16, Asn!'”, Tle!® et His!'? ainsi que le fer et le ligand “OOH. Les acides aminés sont
cappés soit par un groupement N-méthylamide ou soit par un groupement acétyle. Les
atomes N, C et Ca sont gardés fixés lors de 'optimisation de géométrie au niveau BSLYP,
6-31G(d,p) pour les atomes Fe,C,H et 6-31++G(d,p) pour les atomes O,N,S. Nous sommes

partis de deux géométries, I'une de conformation S1 et I'autre de la conformation S2.

Nous reportons dans le tableau 4.8, les résultats obtenus. Nous remarquons que la distance
Fe-S a une influence sur la distance Fe-Op. Pour la forme S1, la distance Fe-S est de
2.414 A et la distance Fe-Op est de 1.948 A. Pour la forme S2, la distance Fe-S est de
2.398 A soit légerement plus courte, en conséquence la distance Fe-Op est légérement
plus longue avec une valeur de 1.961 A. Dans la forme S2, les liaisons hydrogeéne sont
plus fortes : la distance entre les soufre et les atomes d’hydrogenes sont plus courte et les

angles plus favorables. que dans la forme S1. Les variations des distances Fe-S et Fe-Op
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restent minimes en comparaison des variations des liaisons hydrogenes. Le fait d’avoir
ou non, deux liaisons hydrogéne a un tres faible impact sur ces distances. Des analyses
AIMAII ont été effectuées sur les deux formes et montrent principalement une variation
du l'indice de délocalisation sur I'atome de soufre. 11 % vs 8% entre la forme SI et la
forme 52, ce qui est cohérent avec deux liaisons hydrogenes sur le soufre (délocalisation

plus importante).

De ces simulations, nous avons pu extraire deux conformations différentes et corréler ces
conformations liées la rotation de la chaine latérale de I’isoleucine 118 avec la présence de
liaisons hydrogenes entre les groupements amides de la chaine peptidique et le soufre de la
cystéine 116. L’impact de ces liaisons hydrogene sur les distances fer-soufre et fer-oxygene
est tres faible mais perceptible et il y a une corrélation entre la distance Fe-S et Fe-Op de

facon nette par effet trans.

Dans le paragraphe suivant, nous avons repris ’analyse effectuée sur la forme sauvage de
la SOR et nous I'avons appliquée aux différents mutants pour noter les différences sur ce

point et proposer des hypotheses sur la différences de réactivité.

4.1.3 Les mutations : impact sur le squelette peptidique

Dans cette partie, nous analyserons les différents mutants (N117A, K481 et 1118S) en sui-
vant la méme méthodologie que la forme sauvage vu précédemment. Nous commencerons
par les liaisons hydrogene du squelette peptidique, les diedres du squelette peptidique et
leurs conformations pour finir sur la corrélation entre conformations et liaisons hydrogene

avec le soufre et l'effet trans potentiel sur la liaison Fe-Op.

4.1.3.1 Liaisons hydrogenes du squelette peptidique

Nous répertorions les probabilités de présence de chaque liaison hydrogene pour les mu-

tants et la forme sauvage dans le tableau 4.9.
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Accepteur Donneur WT N117A 1118S K481
ASn7 - Opmident TVI® - Nomiepepti 82 £ 2% Néant 66 + 1% 80 = 0%
Asn'7 - Opmidelat Ser™® - O,1c001 Néant Néant 59 + 2%  Néant

Lys™ - Oamide Asn™” - N, nidelat 83 + 1% Néant 81 £ 3% 82+ 1%
Tyr™ - Oamide Asn/A1a117 - Namidepepti 90 £ 1% 92 +£3% 95+ 0% 90+ 2%
His"™ - Oamide Trp™? - Nindole 51 6% 49 +9% 51 +8% 44 £+ 10%
Gy - O, e Cys!6 - Ny 88+ 3% 89+2% 8T+1% 87 + 3%
Cyst - Sipiol His™ - N,mide 66 + 12% 61 £ 6% 35+ 5% 58 +3%
Cys'6 - Siniol I]e/Seng - Namide 55+ 4% 78 £ 3% 66 1% 56 + 4%

Tableau 4.9 — Présence des liaisons hydrogene entre les acides aminés important pour les
espéces Fe’T—0OOH de la forme sauvage et des trois mutants étudiés.

N117A. Le mutant N117A voit I’asparagine 117 remplacée par une alanine. Nous avons
vu que dans la forme sauvage 1'asparagine 117 fait trois liaisons hydrogene avec différents
résidus (Figure 4.4a). Si aucune différence ne devrait avoir lieu pour les liaisons H impli-
quant le groupement amide de la chaine peptidique, les liaisons hydrogene de la chaine
latérale, ou le groupement CH3;C=ONH est remplacé par un groupement CHj, dispa-
raissent. Effectivement, ’alanine 117 n’engage plus aucune liaison hydrogéne avec Lys™
de part la perte de la chaine latérale amide. Elle est toujours engagée avec une liaison
hydrogene par le groupement (N-H)pepti & 92 & 3% avec I'atome d’oxygene de la chaine
peptidique de Tyr™® mais n’en fait plus avec son atome d’azote de I'amide peptidique car
elle ne possede plus le groupe amide latéral. L’alanine 117 ne possede plus qu’une seule
liaison hydrogene, et dans les méme proportions que dans la forme sauvage. L’histidine
119 possede le méme nombre de liaison hydrogéene dans ce mutant que dans la forme
sauvage. Nous retrouvons la liaison avec Trp'?? dans 49 + 9% des cas ainsi qu’avec Cys!'!®
dans 61% £ 6%. Pour la cystéine 116, elle posséde toujours la liaison avec Gly'?® dans
89 + 2%. Finalement, la différence majeure du mutant se fait sur la liaison entre le soufre

18 Ja liaison hydrogeéne a une présence de

de Cys''% et le groupement (N-H)pepy de Ile
78 + 3% alors que dans la forme sauvage, la présence de cette liaison H était de 55 4 4%

(Tableau 4.9).
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v

Figure 4.9 — Liaisons hydrogene entre les résidus Ser''®, Asn!'” et Tyr™. Le site actif de
la forme sauvage est représenté par le Fer, la chaine peptidique : Cys'!6, Asn!!” Ile!!8
et His'*; et le ligand OOH. Les atomes d’azotes des trois histidines non représentées
(His?, His® et His™) sont en noir. Les hydrogenes des acides aminés n’intervenant pas
dans des liaisons hydrogenes ne sont pas représentés. Les couleurs sont, pour les atomes
Fe, S, O, N, C et H, respectivement ocre, jaune, rouge, bleu, gris et blanc.

I1118S. Pour le mutant 1118S, I'isoleucine 118, corrélée de part sa chaine latérale au deux
conformations S71 et §2 dans la forme sauvage, est remplacée par une sérine. Le grou-
pement CH(CH),) devient un groupement OH beaucoup plus petit, et surtout polaire,
qui peut s’engager dans des liaisons hydrogene comme donneur. Il y a des différences
notamment sur l'asparagine 117, ot il y a une compétition entre le groupement (N-H)pepti
de Tyr™ et la groupement (O-H)aic001 de Ser''® pour effecteur une liaison hydrogene avec
I'oxygeéne du groupement amide de Asn''”. Dans le premier cas, la présence est de 66 + 1%
(au lieu de 82 + 2% pour la forme sauvage, voir tableau 4.9). Avec 1’alcool de la sérine 118,
il y a 59 + 2% de liaisons hydrogene. Ces liaisons H également sont présentes simultané-
ment dans 36 + 1% des cas. Cette liaison H nouvelle est représentée figure 4.9. Pour les

116

autres acides aminés, la liaison hydrogene entre le soufre de Cys''® et 'azote peptidique

de His'* passe de 66 + 12% a 35 + 5% dans ce mutant 1118S. Inversement, la liaison H

entre le soufre et I’azote peptidique de Ser!''® augmente de 55 £+ 4% a 66 + 1%.
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K48I. Pour K481, il n’y a aucune différence statistiquement pertinente, ce qui tant a
montrer assez logiquement qu’une mutation de l'autre coté (i.e., en trans du soufre de

Cysi16) n'a pas d’influence sur le squelette peptidique [116-117-118-119] du site actif.

Conclusions. Nous avons vu que les mutations, notamment N117A et 1118S, avaient
une influence sur les liaisons hydrogenes, notamment sur les parties non mutées. Par
exemple dans le cas de [118S, la mutation a un impact non négligeable avec la liaison
H entre His'' et Cys!'!6. Inversement, pour N117A, la mutation impacte la liaison H
entre Ile!'® et Cys!'!®. Les mutations ont également, fort logiquement, un impact sur les
parties directement mutées : par exemple le groupe alcool introduit par 1118S entre en
compétition avec le groupement (N-H),epi de Tyr™ pour effectuer une liaison H avec

Opepti de Asn''”.

Nous reviendrons sur les liaisons hydrogéne impliquant de le soufre de Cys''® plus tard

dans cette partie (partie 4.1.3.3).

Nous allons regarder dans le paragraphe suivant I'impact des mutations sur le squelette

peptidique, notamment des résidus 117, 118 et 119.

4.1.3.2 Variations des conformations liées aux diedres du squelette pepti-

dique

Dans la partie sur la forme sauvage de la SOR, nous avons montré que le squelette pep-
tidique était présent dans deux conformations et que ces conformations étaient corrélées
4 la rotation de la chaine latérale de Ile!®. Egalement, nous avons mis en avant le fait
que si certains diedres était différents en fonction de la conformation (¢11s, 1118 €t d119)
d’autres ne sont que peut impactés (1119, V117 €t ¢117), vide supra et nous avons expliqué
ce comportement par le fait que ces variations ou amplitudes de variation sont liés a la

présence de liaisons H pour contraindre le résidu dans une ou 'autre des conformations.

Ayant déja montré que les mutations ont des impacts sur les liaisons H du squelette, nous
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allons étudier les diedres du squelette;;7.119 et regarder les variations liées aux mutations.

N117A. Dansle cas du mutant N117A, (la mutation, pour rappel, remplace I’arginine 117
par une alanine), cette mutation a des effets sur les liaisons hydrogene par la disparation
du groupe fonctionnel amide de la chaine latérale engagé dans deux liaisons H et une
augmentation de la probabilité d’avoir une liaison hydrogéne entre Ile*'® et Cys!'6. Dans la
figure 4.10, nous représentons les valeurs des diedres caractéristique ainsi que les moyennes

glissantes sur 30 points associées.

Comme pour la forme sauvage, nous pouvons voir que dans le mutant N117A il y a deux

conformations pour les angles ¢11s, 118 et @119 (Figure 4.10c, 4.10d et 4.10e).

Dans ce mutant, les deux formes sont toujours présentes avec des criteres de sélections
différents comparés a la forme sauvage : 'angle diedre 1115 est dorénavant entre -25 ° et
5 ° pour la forme S7 et nous observons la forme 52 lorsque cet angle diedre est compris
entre -65 ° et -35 °. La forme S1 possede un angle ¢q15 de -129 4+ 12 °, proche de la valeur
de -125 £ 12 ° pour la forme sauvage. L’angle 1115 lui présente une valeur de -11 £ 17 °,
encore une fois proche de la valeur de la forme sauvage. L’angle ¢;19 présente un angle de
-120 + 6 ° strictement identique a la valeur de -120 4+ 6 ° de la forme sauvage. Pour la
forme 52, nous avons respectivement des valeurs de -106 + 13 °, -44 + 13 ° et -110 £ 6 °
pour les angles @115, Y118 et ¢119. Les angles ¥119, @117 et Y117 quant a eux prennent des
valeurs de 15 £ 20 °, -56 £ 19 ° et -23 £ 22 °, et ne dépendent pas de la forme S1 ou
S2. 11 est important de noter que comme pour la forme sauvage, I’angle ¢119 méme s’il
apparait clairement sous deux conformations ces méme conformations sont trés proches
(10 °) et se recoupent. Nos criteres de sélection n’incluent que 50% des conformations
pour éviter des recoupements : une valeur de -114 ° pour ¢,19 pourrait correspondre aux

deux conformations faussant ainsi les moyennes.

Les angles diedres dans ce mutant ont des valeurs différentes de la forme sauvages mais

leurs dispersions et séparations entre les deux conformations est identiques. La mutation a
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Figure 4.10 — Angles diedres caractéristiques du squelette peptidique du mutant N117A en
fonction du temps (points noir). Les moyennes glissantes sur 30 points sont représentées
en lignes rouge.
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Figure 4.10 — Angles diedres caractéristiques du squelette peptidique du mutant N117A en
fonction du temps (points noir). Les moyennes glissantes sur 30 points sont représentées
en lignes rouge. (suite)
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principalement un impact sur la dispersion des angles ¢117 et ¥117 : cette partie est moins
rigide du fait de la perte des deux liaisons hydrogene impliquant initialement la chaine
latérale de I’arginine 117 (remplacée ici dans ce mutant par une alanine). Par contre la
perte des ces liaisons H n’a pas d’incidence sur ces diedres, ne les faisant pas varier en

fonction des conformations S1/S52.

L’isoleucine 118 étant toujours présente dans ce mutant, nous reportons la rotation de
I’angle 115 entre deux formes : 64 &+ 17 ° donne lieu a la forme NI et une valeur de
-55 & 14 ° donne lieu a la forme N2. La corrélation entre les formes S1 et N1 est de 75%,
proche de la valeur de 80% dans la forme sauvage. La corrélation est conservée. Par contre
la corrélation entre S2 et N2 est différente. Dans la forme sauvage, la corrélation entre
les deux était identique : la présence de la conformation S2 donne lieu a 85% de forme

N2. Inversement la présence de la conformation N2 donne lieu a 80% de forme S2.

Pour le mutant N117A, si la présence de la forme S2 donne lieu a 89% de forme N2, la
présence de la forme N2 ne donne lieu plus qu’a 56% de forme S2. La forme S1 dans ce
mutant est également présente lorsque le systeme est dans la conformation N2. Il peut
y avoir une troisieme forme N3, lorsque 'angle diedre yi13 prend une valeur moyenne
de -162 + 18 °. Cette conformation est néanmoins treés rare, environ 1% d’occurrences.
La figure 4.11 représente les trois conformations N1, N2 et N3 ainsi que la variation de

I’angle 118 au cours du temps.

Le mutant N117A présente donc des différences dans le squelette;;7.119 notamment par
des angles diedres ¢116/1116 différents ainsi qu’une légere décorrelation entre les formes
S2 et N2 représentant respectivement la conformation du squelette;;s.;;9 et la rotation
de la chaine latérale d’Ile!'8. Nous verrons dans la partie suivante les liaisons hydrogénes

avec le soufre de Cys!'® pour ce mutant.

I118S. Dans ce mutant, I’isoleucine 118 est remplacée par une sérine. La rotation de la

chaine latérale de l'isoleucine, dans la forme sauvage, était corrélée avec la conformation
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(a) conformation N1, x118=65 ° (b) conformation N2, x118=-55 °
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(c) conformation N3, x118=-162 ° (d) Angle x118 au cours du temps

Figure 4.11 — Les trois conformations N1, N2 et N3 pour le mutant N117A ainsi que la
variation de I’angle y118 en fonction du temps (points noir). La moyenne glissante sur 30
points est représentée par une ligne rouge.
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du squelette;;g.119. Du fait que 'isoleucine 118, initialement dans la forme sauvage, soit
non-polaire, elle n’était engagée dans aucune liaison hydrogene avec sa chaine latérale.
Nous allons étudier I'impact de cette sérine, plus petite et avec un groupement alcool qui
peut étre donneur dans une liaison hydrogene. Dans la figure 4.12, nous représentons les

six diedres du squelette;i7.119.

Ce que 'on remarque pour ce mutant, c¢’est la disparation des formes S1 et S2. Les angles
®118, Y118 €t @119 ne varient plus entre deux conformations. Cette fois la valeur moyenne des
diedres est représentative. Les angles diedre ¢q19 et 1119 prennent des valeurs respectives
de -131 £+ 22 ° et 18 £ 21 °. L’angle ¢119 possede une valeur inférieure par rapport a
la valeur qu’il possede dans la forme sauvage que ce soit dans la conformations S1 (-
120 °) ou S2 (-110 °). Pour I'angle 1119 la valeur de I'angle est légerement plus élevée
(de cinq degré) que la forme sauvage. Les angles diedres 1115 et ¢115, contrairement a la
forme sauvage, ne sont pas dans deux conformations distinctes et prennent des valeurs de
-21 4+ 23 ° et -113 £ 25 ° respectivement. Notamment 1115 est beaucoup moins dispersé
autour de sa valeur moyenne contrairement a la forme sauvage ou 'amplitude entre les
deux conformations était de 35 °. Les angles 1117 et ¢117 prennent des valeurs moyennes
de -17 4+ 19 ° et -62 £ 15 °, respectivement, et proches des valeurs de ces angles de la

forme sauvage.

La mutation I118S provoquent la disparition des conformations S1 et 52 présentent dans
la forme sauvage, qui étaient corrélées a la rotation de xj15 de la chaine latérale de
Iisoleucine 118 replacée par une sérine dans ce mutant. La sérine possede toujours un
angle Y118 qui possede trois conformations N1 avec pour valeur 65 £+ 16 °, N2 avec une
valeur de -56 + 15 ° et N3 avec une valeur de -166 4+ 17 °. Ces trois conformations sont

représentées dans la figure 4.13.

La conformation N2 est présente de fagon tres majoritaire a 90%. Les deux autres formes,
N1 et N3 sont présentes a 3% et 3% respectivement. Il est important de noter que

lorsque la sérine 118 est dans la conformation N1, elle forme une liaison hydrogene via
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Figure 4.12 — Angles diedres caractéristiques du squelette peptidique du mutant I118S en
fonction du temps (points noir). Les moyennes glissantes sur 30 points sont représentées
en lignes rouge.
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Figure 4.12 — Angles diedres caractéristiques du squelette peptidique du mutant I118S en
fonction du temps (points noir). Les moyennes glissantes sur 30 points sont représentées

en lignes rouge. (suite)
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(a) conformation N1, x118=65 ° (b) conformation N2, y118=-57 °
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(c) conformation N3, x118=-175 ° (d) Angle x118 au cours du temps

Figure 4.13 — Les trois conformations N1, N2 et N3 pour le mutant [118S ainsi que la
variation de I’angle y118 en fonction du temps (points noir). La moyenne glissante sur 30
points est représentée par une ligne rouge.
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son groupement alcool avec le soufre de Cys!6.

K48I. Le mutant K481 est différent des autres mutants car la mutation a lieu en trans
du soufre, du coté de la sixieéme coordination du fer, ce qui nous amene a penser que la
mutation n’aura pas d’impact sur le squelette;;7.119. Les valeurs des six angles diedres
sont sensiblement les méme que dans la forme sauvage. Les deux conformations S1 et 52
sont présentes dans les mémes proportions que dans la forme sauvage et sont corrélées
aux conformations NI et N2 (Figure 4.14). Comme dans la forme sauvage, il n’y a pas
de forme N& pour la rotation de I'isoleucine 118. Ces données confirment qu’a cause du
fait que la mutation ayant lieu en trans des autres mutations étudiées, il n'y a aucune

différence par rapport a la forme sauvage de la SOR (figure 4.15).
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Figure 4.14 — Angles diedres caractéristiques du squelette peptidique du mutant K481 en
fonction du temps (points noir). Les moyennes glissantes sur 30 points sont représentées
en lignes rouge.
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Figure 4.14 — Angles diedres caractéristiques du squelette peptidique du mutant K481 en
fonction du temps (points noir). Les moyennes glissantes sur 30 points sont représentées
en lignes rouge. (suite)
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(a) conformation N1, x118=61 ° (b) conformation N2, x118=-54 °
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Figure 4.15 — Les deux conformations N1 et N2 pour le mutant K481 ainsi que la variation

de l'angle x118 en fonction du temps (points noir). La moyenne glissante sur 30 points
est représentée par une ligne rouge.
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4.1.3.3 Liaisons hydrogéne avec le soufre de Cys'1® : effets des mutations

Dans cette partie, nous allons étudier les liaisons hydrogéne entre le soufre de Cys!!® et le
squelette peptidique : His'? et Tle/Ser!!® en fonction des mutations et les corrélations avec
les formes S1 et S2. Pour 1118S, nous étudierons comment 1’absence de ces conformation

impacte ces liaisons hydrogene.

N117A. Dans ce mutant nous avons toujours les deux conformations S1 et S2, nous
représentons en figure 4.16 les distances Hyis119-Scysi16 €6 Hue118-Scysi16 ainsi que les angles
Nis119-Hris119-Scysi16 €t Nie11s-Hie118-Scysi16. Comme pour la forme sauvage (Figure 4.8),
nous pouvons voir qu’il y a deux conformations, représentées principalement pour la liaison
H His''9-Cys!16, avec la distance (Figure 4.16a) et 'angle (Figure 4.16b). Pour la liaison
H Ile'8-Cys!!e, comme pour la forme sauvage, les conformations ne sont apparentes que

sur la distance (Figure 4.16c¢).

Pour ce mutant les conditions "limites" de la présence d’une liaison hydrogene en fonction
de la conformation sont différentes. Il y a liaison hydrogéne entre Ile!!® et Cys'!® lorsque la
distance Hrpe118-Scysiie est inférieure a 2.3 A (la condition était inférieure & 2.4 A pour la
forme sauvage) et 'angle Nyje118-Hpe115-Scysi16 €st supérieur a 145 °. Pour la liaison H entre
His'™ et Cys'' la distance hydrogéne-accepteur doit étre inférieure & 2.35 A et I'angle
donneur-hydrogene-accepteur supérieur a 150 °. Avec ces conditions, les valeurs moyennes
pour les distances Nrisi119-Scysi16 €6 Hiis119-Scysi16 sont respectivement de 3.17 4= 0.09 Aet
2.18 + 0.10 A lorsqu’une liaison hydrogene est présente (52% du temps). Lorsque la liaison
n’est pas présente, soit 48 % du temps, les distances N-S et H-S prennent respectivement
des valeurs moyennes de 3.41 4+ 0.17 et 2.66 + 0.24 A. L’angle Nig119-His119-Scys116 quant
a lui prend une valeur moyenne de 164 + 7 ° lors qu’une liaison H et 132 + 12 ° sans liaison
H. Pour la liaison H entre Ile;;g et Cysiig, les distances Nyei1s-Scysite €t Hrer18-Scysiie
ont respectivement des valeurs moyennes de 3.18 + 0.07 A et 2.20 + 0.07 A, dans 44%

du temps, lorsqu’il y a liaison H. L’angle Nyje118-Hpe118-Scysi16 prend une valeur moyenne
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Figure 4.16 — Distances hydrogene-soufre et angle azote-hydrogene-soufre des liaisons
hydrogene His''?-Cys!16 et Tle!'8-Cys!''® au coups du temps (points noir) pour le mutant
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Occurrence/S2 Occurences/S1
Forme S2 et double 51% Forme S1 et double 16%
Forme S2 et 118 5% Forme S1 et 118 20%
Forme S2 et 119 36% Forme 51 et 119 19%
Forme S2 et liaison H 92% Forme S1 et liaison H 54%
Forme S2 et aucune 8% Forme S1 et aucune 46%
Aucune corrélation S2 et liaison H 54% Aucune corrélation S1 et liaison H 1%

Tableau 4.10 — Corrélation entre les liaisons hydrogene et les conformations S1/52.

de 162 + 7 ° dans ces conditions. Lorsque la liaison hydrogene n’est pas présente, 56%
du temps, les distances Nre118-Scysii6 €t Hier1s-Scysiie ainsi que I'angle Nyepig-Hper1s-
Scysti6 prennent des valeurs moyennes respectivement de 3.40 £ 0.18 A, 2564+ 019 A et
139 + 5 °.

Il est important de noter que ces conditions étant différentes de la forme sauvage, la com-
paraison directe n’est pas possible. Ces conditions ne servent qu’a permettre de corréler

ou non les liaisons hydrogene et les formes S1 et S2 du squelette117-119.

Comme pour la forme sauvage, le systeme peut étre dans la conformations double, 118,
119, ou aucune. Dans le tableau 4.10, nous représentons les corrélations entre les différentes

conformations.

Dans ce mutant, lorsque le systéme est dans la conformation S2, il y a a 92% une liaison
hydrogene, alors que dans la forme sauvage cette méme valeur était de 81%. Ces 92 %
sont divisés entre 51% du temps la conformation double, 5% la conformation 118 et 36%

19 semble

la conformation 119. Comparativement a la forme sauvage, la liaison H avec His
beaucoup plus présente (87% contre 59% dans la forme sauvage) lorsque le systéme est

dans la conformation S2.

La grande différence dans ce mutant réside dans la conformation S7, qui dans le cas de
la forme sauvage n’était pas la conformation favorisant les liaison hydrogene (67% de
formes S1 sont sans liaison hydrogeéne). Pour cette mutation, il ne semble pas d’avoir de

corrélation particuliere, la liaison hydrogene peut avoir également lieu dans la forme S71
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(seulement 46% de formes S1 sont sans liaison H). Les deux liaisons H avec His'!? et Tle!!®
sont en proportion équivalente, respectivement de 35% et 36% du temps dans la forme

S1.

La forme S2 favorise quant & elle toujours les liaisons hydrogene entre le soufre de Cys!'6
et les groupement (N-H) o de Tle!'® et His!'. Les deux liaisons, dans cette forme, sont
présentent & 87% et 56% pour His!''? et Ile!'® respectivement. Nous émettons I’hypothése

U7 et son remplacement

que la perte des liaisons hydrogene de la chaine latérale de Asn
par une alanine permet d’avoir un squelette peptidique "plus mobile". Cette mobilité
permettant aux liaisons hydrogene d’évoluer avec une plus grande indépendance vis-a-
vis du squeletteii7.119 : le squelette n’étant plus contraint par les liaisons H de la chaine

latérale de Asn''”, sa position étant différente, et peut s’acclimater plus facilement des

conformations liées a la rotation de x5 et aux conformations S1/S52.

En s’affranchissant des conditions spécifiques aux conformations pour les liaisons hydro-
génes et en prenant les conditions classiques : une distance donneur-accepteur de 3.5 A et
un angle donneur-H-accepteur de 150 °, nous retrouvons les trois catégories dite liaison
H "forte', liaison H "faible" et aucune liaison H. Pour la liaison hydrogéne entre His!!?
et Cys'® nous la trouvons présente a 61% soit trés proche de la valeur dans la forme
sauvage. Elle décomposée en 52% de "forte" et 9% de plus "faible", 39% sans liaison hy-
drogeéne. Pour la liaison H entre Ile!® et Cys!'!6 elle est présente & 78% (contre 55% du

temps dans la forme sauvage), avec une proportion de 44% de forte et 34% de "fiable', et

22% sans liaison H.

Pour ce mutant nous pouvons conclure que la liaison hydrogeéne Ile!'8-Cys!!6 est beaucoup
plus présente que dans la forme sauvage. De plus si les les conformations induites par la
rotation de x11s jouent toujours un role dans la force des liaisons hydrogene (estimées
avec la distance et 'angle de liaison H), il est beaucoup moins marqué et impact moins la
forme S1 sensée ne pas favoriser les liaisons H (comparé a la forme sauvage). Ce dernier

peut s’expliquer par une plus grande souplesse du squelette peptidique.
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Figure 4.17 — Distances hydrogene-soufre et angle azote-hydrogene-soufre des liaisons
hydrogeéne His!'1?-Cys!'® et Tle!®-Cys'® au cours du temps (points noir) pour le mutant
[118S. Les moyennes glissantes d’'une moyenne de 30 points sont représentées en lignes
rouge.

I118S. Pour le mutant 11185 nous avons vu qu’il n’y a pas de forme SI1 et S2. En
reportant les distances et angles caractéristiques de ces deux liaisons hydrogene dans
la figure 4.17, nous pouvons voir que ces conformations sont inexistantes. Les liaisons
hydrogenes possedent toujours des conformations, mais cela ne dépend plus des formes
S1 ou S2. Le squelette’? 119 n’est plus dépendant de la rotation de x1;s, la chaine latérale
de la sérine étant plus petite que la chaine latérale de l'isoleucine et par extension, les

liaisons hydrogeéne impliquant His''® et Ser!!'® sont plus "mobiles".

En l'absence de conformation liés aux liaisons hydrogéne avec le soufre de Cys''6, que
ce soit des conformations impliquées par des diedres (S7 ou S2) ou par des liaisons H
(double, 118,119 ou aucune), nous ne pouvons pas pour ce mutant définir clairement des
catégories liaison H "forte" ou liaison H plus "faible". Néanmoins, il est possible de définir

119

avec ou sans liaison H. Pour la liaison impliquant His''?, elle est présente 35% du temps,
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soit presque deux fois moins que dans la forme sauvage. A contrario, celle impliquant
Ser118 par son groupement amide est présente a 66% soit 10% de plus que dans la forme

sauvage.

Dans ce mutant le soufre de Cys'!® peut avoir une liaison hydrogéne supplémentaire
venant du groupement alcool de la sérine 118. Cette liaison hydrogene est tres rare et
est dépendante de la configuration N1. Cette liaison hydrogeéne n’est présente que 2% du
temps. Quand elle est présente, la distance Oge118-Scysi16 prend une valeur moyenne de
3.15 = 0.16 A, la distance Hger118-Scysi16 prend une valeur moyenne de 2.21 £ 0.17 A et
la valeur moyenne pour I'angle Ogeri1s-Hger118-Scysi16 €st de 162 &= 7 °. Nous étudierons

plus tard I'impact de cette liaison H supplémentaire sur la liaison Fe-S.

La différence majeur dans ce mutant est sur la liaison hydrogéne impliquant His''?. Nous
avons vu d’apres I’étude sur les diédres en fonction des mutations (Tableau 4.5) que
I'impact majeur de la mutation était sur le diedre ¢119, ces deux données coincident et
montrent une fois de plus qu’il y a corrélation entre ces données. De plus, ce mutant

possede une liaison H supplémentaire quoi que rare.

K48I. Le mutant K48l posséde exactement le méme comportant que la forme sauvage.
Les liaisons H impliquant His!? et Ile!'® se retrouve dans les mémes proportions, avec des
conformations de liaison H "forte" et "faible". Cela conforte le fait que la mutation de la
lysine 48 n’impacte pas le squelette;17.119 : les conformations S1 et S2, qui se retrouvent

identiques a la forme sauvage.

Conclusions. De cette étude nous pouvons souligner le fait que les liaisons hydro-
génes sur le soufre de Cys'!6, via les groupements amides du squelette peptidique, étaient
impactés par la conformation de ce méme squelette peptidique, qui varie avec la ro-

tation de la chaine latérale du résidu Ile!!®

(x118). La présence de cette chaine latérale
CH(CHj3)(CH,CHj3) encombrante influence le squelette peptidique via deux conformations

(dans la forme sauvage, et les mutants N117A et K481 uniquement), qui a leur tour fa-
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Conformations
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,N,1_1 7~ peptidique avec S ;6
via liaison H ”
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Schéma 4.1 — Relations entre les résidus 1118 et N117 et les liaisons hydrogenes avec le
soufre de Cys!!S,

vorisent ou non des liaison H. Dans le mutant 1118S, le remplacement de ce résidu Ile!!8

par un résidu plus petit fait que sa rotation n’a plus d’impact sur les liaisons hydrogene.
Egalement, les liaisons hydrogéne que font les acides aminés du squelette peptidique via
leur chaine latérale (Asn''") ont un impact sur la conformation du squelette et leur dispa-
ration, dans le mutant N117A, provoque une adaptation du squelette peptidique facilitant
des liaisons hydrogenes avec le soufre de Cys!'!® peu importe sa conformation. Les relations

sont présentées schéma 4.1.

Dans la derniere partie, nous allons aller plus en détail pour essayer de comprendre les
effets des liaisons hydrogene impliquant Scysiie sur la liaison Fe-S, et par effet trans la

liaison Fe-Op.

4.1.3.4 Relations entre liaisons H-Scys116 et liaison Fe-Scysi116

v . .. . vai . . ) ..
Nous avons vu que les liaisons hydrogéne n’avait qu’un tres faible impact sur la liaison
-S sur rm uv. u avions utilisé nformation iaison rogen rres-
Fe-S sur la forme sauvage ou avions utilisé les conformations des liaisons hydrogene corres
pondant aux conformations S1 /52, comportant donc deux conformations : liaison "forte";
iaison plus "faible" et aucune. Pour s’affranchir de cette situation, nous allons ici utiliser
| lus "faible" et P "aff hir de cette situation, 11 til
les critéres classiques de liaison hydrogeéne précédemment utilisés (distance accepteur-

donneur inférieure & 3.5 A et un angle accepteur-hydrogene-donneur supérieur a 150 °©).
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Conformations Forme Sauvage NI117A 1118S

2375ER Néant Néant  2.463
237 2.431 2439 2.423
1195ER Néant Néant 2.474
119 2.428 2,436 2.421
1185ER Néant Néant  2.458
118 2.438 2441  2.428
0SFR Néant Néant 2.450
0 2.428 2.435  2.427

Tableau 4.11 — Valeurs des distances Fe-S (en A) en fonction des conformations de liaisons
hydrogene pour la forme sauvage et les mutants N117A et 1118S au niveau MM.

Nous reprendrons aussi la forme sauvage en plus des mutants N117A, [118S. Le mutant

K481 présentant aucune différences avec la forme sauvage ne sera pas décrit ici.

Nous redéfinissons plusieurs conformations : 237 lorsque qu’il y a les deux liaisons H,
118 et 119 lorsqu’il y a respectivement uniquement liaison H avec Ile!'® et His!!?, et 0
lorsque aucune liaison H n’est présente. Pour 11188S, il y a également a prendre en compte
la liaison avec le groupement alcool de Ser!'!® : lorsqu’elle est présente, un ggg sera ajouté

a la référence. Dans le tableau 4.11, nous référencons les valeurs des distances Fe-S.

18 semble avoir

Dans la forme sauvage ainsi que le mutant N117A; la liaison H avec Ile
le plus d’impact sur la distance Fe-S, et son effet est ’contré’ lorsque la liaison H avec
His'!"? est présente également (forme 237). De fagon surprenante lorsque la distance Fe-S

est la plus longue (dans la forme 718), la liaison H avec Ile''®

est plus longue (distance
donneur-accepteur égale a 3.34 A) que lorsqu’elle est dans la forme 237, avec une distance
donneur-accepteur de 3.29 A dans la forme sauvage. La distance donneur-accepteur pour
His'" est la méme dans les deux forme 237 et 119, et est égale & environ 3.19 A. Dans tous
les cas, 'angle N-H-S est égal a 163 pour His!''? et 160 pour Ile!'®. Pour le mutant N117A,
la tendance est identique : une liaison H plus longue avec Ile!'® donnera une distance

Fe-S plus longue. Les valeurs caractéristiques de ces liaisons hydrogene en fonction de la

conformation (237 ou 118/119) sont indiquées dans le tableau 4.12.
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Forme Sauvage N117A 1118S
237 118/119 237 118/119 237 118/119

Distance (A)
N-S (118) 3.29 334 325 330 321 (3.21) 3.20 (3.22)
N-S (119) 3.18 3.19 3.19 3.21 3.20 (3.20) 3.18 (3.18)

Angle (°)
N-H-S (118) 160 160 162 163 158 (158) 158 (159)
N-H-S (119) 164 163 164 163 161 (160) 161 (159)

Tableau 4.12 — Valeurs caractéristiques des liaisons hydrogene entre le soufre et les résidus
118 et 119 en fonction des conformations 237 et 118/119 au niveau MM. Pour le mutant
[118S, les valeurs entre parentheéses correspondent a la présence en plus de la liaison
hydrogéne avec la fonction alcool de Ser!!s.

Dans le cas du mutant, la liaison H avec Ser!'® n’a plus autant d’importance dans la
variation de la distance Fe-S, seule la troisitme liaison H avec 1'alcool de Ser''® permet

d’allonger la distance Fe-S.

Ces résultats nous poussent a deux conclusions. Soit le modele MM ne rend pas compte
de la variation de la distance de la liaison Fe-S a cause de la paramétrisation de cette
distance. Les fines variations de la distance des liaisons H avec le soufre ne sont pas assez
fortes, car contrairement a la référence [23], ou les petits modeles posseédent ou non le
résidu complet portant la liaison H (I118 ou N119), nous avons ici toujours ces résidus
qui peuvent avoir un impact soit par une liaison hydrogene plus ou moins forte, soit par
juste un effet électrostatique. Par ailleurs, nous pouvons avoir un effet stérique dans ces

liaisons.

4.1.4 Autour du ligand OOH et son réseau de liaisons hydro-
gene
Dans la partie précédente nous avons vu l'impact des mutations sur la partie "enfouie'

du site actif, c’est-a-dire du coté de la cystéine 116, en trans de la sixiéme coordination
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«directe»
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(a) forme sauvage (b) mutant N117A (c) mutant 1118S

Figure 4.18 — Distribution des conformations de 1'oxygene proximal en fonction des mu-
tations.

libre du fer ou les ligands OO™, OOH ou H,0, sont situés. Dans cette partie, nous allons
étudier le coté du ligand, a I'entrée du site actif, la ou se trouve la lysine 48 dans la forme
sauvage. Des mutants étudiés seul le mutant K481, ou la lysine est remplacée par une
isoleucine possede la mutation de ce coté, les autres mutants (N117A et 1118S) étant du

coté "cystéine" du site actif.

Pour analyser le réseau de liaisons hydrogene, nous reprenons 'étude et les parametres
utilisés lors de cette méme étude pour la forme sauvage mais nous n’étudierons que le
deuxiéme intermédiaire réactionnel Fe**—OOH, les mutations ayant de 'impact princi-
palement sur cet intermédiaire. Nous reportons dans la figure 4.18 les proportions des
différentes configurations : «directe», «une H,O pontante», «deux H,O pontantes», «sans
lysine» et «aucune liaison hydrogene» pour la forme sauvage et les mutants N117A et

1118S.

Globalement, la distribution est similaire pour les liaisons H avec 'oxygene proximal. Il y
a tout de méme de légeres différences. Pour la configuration «aucune liaison hydrogeney,
nous avons respectivement pour la forme sauvage, le mutant N117A et le mutant 11188,
24.4 £+ 2.4%, 28.8 & 3.1% et 23.5 & 2.0%. Il y aurait un peu moins de liaison hydrogene
avec une molécule d’eau dans le cas du mutant N117A. Pour la forme «sans lysine», nous

trouvons des valeurs de 56.3 + 3.0%, 53.7 + 2.3%, 59.0 + 2.2% respectivement pour la
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forme sauvage, le mutant N117A et le mutant [118S. La forme «deux H,O pontantes» est
plus présente dans la forme sauvage, 17.7 & 1.1% que dans les mutants N117A et 1118S,
respectivement a 16.2 £ 1.8% et 16.4 &= 1.0%. Dans le cas de la forme «une HyO pontante»
dans la forme sauvage, elle est présente a 1.6 & 0.7% et dans les mutants N117A et 1118S,
elle est présente a 1.3 + 0.4% et 1.1 £ 0.1% respectivement. Pour la forme «directe», elle
n’est pas présente dans le mutant 1118S, alors qu’elle était présente a 0.02 £ 0.05% dans

la forme sauvage et moitié moins pour le mutant N117A, soit 0.01 £+ 0.01%.

Ces fortes variations pour la forme «directe» s’expliquent par le fait que dans certaine
dynamique MM de la forme sauvage, nous avons la forme «directe» a 0.1% sur 100 ns
alors que pour d’autres dynamiques cette forme n’a pas été isolée. Sur un méme nombre
de dynamiques, le mutant N117A possede moitié moins de forme «directe» et le mutant
[118S n’en possede pas. La faible proportion de configuration «directe» (entre 0.1 et
0.01%) est soumise a d’importante variations qui ne nous permette pas cerner I'impact
des mutations : un tres grand nombre de dynamiques pour réduire 'erreur statistique a

une valeur inférieur a la valeur de la distribution permettrait une conclusion plus solide.

Pour les autres formes, cette fois, nous pouvons remarqué un léger impact des mutations.
Le mutant N117A posséde moins de liaison H impliquant 'eau (71.2 + 3.1%) que la forme
sauvage (75.5 £ 2.5%) ou le mutant I118S (76.5 &+ 2.0%) ou la distribution est équivalente.
Si pour la forme «une H,O pontante» la distribution est similaire entre la forme sauvage et
les mutants, la différence est plus marquée pour la configuration «deux H,O pontantes»,
les mutants (N117A et 1118S) posseédent une proportion moindre de cette forme (~18%
vs ~216%). La différence entre les deux mutants vient de la configuration «sans lysine» ou
elle est plus présente dans le mutant I118S que dans la forme sauvage, qui est elle méme

plus présente que dans le mutant N117A.

Par similarité, les liaisons H avec I'oxygeéne distal obéissent a la méme tendance (figure

4.19).
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«directe» « «directe» «une H,0
(0.02%) pontante»
(1.0%)

«directe»
(0.00%)

(0.05%)

(a) forme sauvage (b) mutant N117A (¢) mutant 1118S

Figure 4.19 — Distribution des conformations de I'oxygeéne proximal en fonction des mu-
tations.

Dans le cas du mutant K481, la situation est différente : le remplacement de la lysine
par une isoleucine apolaire ne permet pas d’utiliser la méthodologie précédente. Dans ce
mutant, nous avons juste les configurations «aucune liaison hydrogene» et «liaison hydro-
geéney. Pour Poxygene proximal, il est accepteur de liaison H avec HyO dans 77.4 £+ 1%
des cas, proche de la valeur de 75.5 £+ 2.5% de la forme sauvage ou de 76.5 + 2.0% du

mutant [118S.

Cette analyse nous a permis de voir quelques différences de répartition du réseau de liaison
hydrogene avec la lysine (lorsqu’elle est présente) mais ne nous permet pas de conclure
quant a la différence de réactivité sur la protonation de I'espece OOH. Néanmoins, un
point important a souligner est que le mutant K481 avec son isoleucine encombrante
apolaire ne gene pas 'accessibilité du ligand OOH pour les molécules d’eau, la proportion

de liaison H étant sensiblement identique.

4.1.5 Analyse conformationnelle : conclusions

Les deux études précédentes (impact des mutations sur le squelette peptidique, du coté
enfoui, du site actif et impact sur le réseau de liaison H avec le ligand OOH) nous ont

permis de noter des différences entre la forme sauvage et les mutations. Si la distribution
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du réseau H avec le ligand OOH est sensiblement la méme, il y a des différences notables
dans le squelette peptidique. Ce méme squelette influence les liaisons hydrogenes dans
lesquelles le soufre de Cys!'!® qui auraient un effet sur la distance Fe-S, et & son tour sur la
distance Fe-Op. Egalement, la mutation 11185 "retirant" les conformations du squelette,
change la distribution des liaisons hydrogéne avec le soufre de Cys!1®. Si la relation entre
conformations du squelette et liaison H ainsi que la relation entre distance Fe-S et la
distance Fe-Op a été clairement définie, le pont entre les deux n’a pas été correctement
défini. Une analyse plus complete sur des petits modeles QM est nécessaire, en partant
des extrémes : les liaisons hydrogene de Ile/Ser''® et His'!? avec le soufre de Cys!'! dans

leur forme "la plus favorable" et la "moins favorable" dans la forme sauvage et les mutants.

Si cette partie était principalement sur la cause de la différence de la réactivité d'un
point de vue conformationnel, nous nous sommes également intéressé a la réactivité en
elle méme : nous avons choisis deux mutants N117A et K48I, que nous étudierons en
métadynamique QM /MM pour comprendre 'effet des mutations sur la réactivité native
dans un premier temps, et non native dans un second temps, et ainsi comparer avec les

données du chapitre 3 sur la forme sauvage.

4.2 La réactivité des mutants : approche métadyna-

miques

Dans cette derniere partie, nous présenterons la réactivité des mutants, et donc nous
utiliserons la métadynamique au niveau QM/MM qui nous a déja permis d’étudier la
forme sauvage de la SOR. Deux mutants ont été choisis pour cette étude. Le mutant
K481, qui voit sa lysine 48 mutée en isoleucine, afin de confirmer le role de la lysine
48 dans la seconde protonation. Il a été choisi également pour connaitre le mécanisme
de la "disparition" de lintermédiaire Fe**—OOH, qui contrairement & la forme sauvage,

ne conduit pas a la formation de Hy,O, : expérimentalement il est observé la disparition
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de Fe*™~OOH sans formation de HyO,. A Dlinverse, le mutant N117A a été choisi car
nous avons a notre disposition des données expérimentales (non-publiées) qui attestent
de la formation d'une espece de type fer-oxo (Fe4+:O) et que cette fois, la mutation
a lieu en trans du ligand OOH, du c6té du squelette peptidique proche de Cys!''6. La
compréhension de la réactivité modifiée (non-native) de ce mutant permettrait d’élucider

qualitativement le role des liaisons hydrogene sur le soufre de la cystéine 116.

Dans le chapitre 3, nous étions partis de deux conformations : «directe» et «une H,O pon-
tante». Nous avons démontré I'existence de deux mécanismes donnant H,O4 soit via la dis-
sociation de I'hydroperoxyde suivi de sa protonation, soit au contraire par la protonation
puis le départ du substrat. Nous avons montrer que le premier mécanisme (dissociation-
protonation) était celui privilégiée car présentant ’énergie d’activation la plus faible.
L’autre mécanisme impliquait une protonation du ligand par une molécule d’eau assistée
par la lysine 48, avec une barriere d’activation plus élevée. Dans ces deux conformations,
le systéme était dans la configuration S2/N2 mais par contre seule la liaison hydrogene

entre His''?-Cys!6 est présente, mais pas la liaison Ile!!8-Cys!6.

Les études de métadynamiques dans ce chapitre seront basées sur la méme méthodologie
que celle utilisée dans le chapitre 3 : des géométries de dynamique MM seront extraites
ainsi que leurs jeux de vitesses correspondantes. Une premiére équilibration en QM /MM
sera effectué pendant 5 ps pour ensuite réaliser les métadynamiques. Les parametres

QM /MM seront identiques a ceux de I’étude sur la forme sauvage.

4.2.1 NI117A : mutation c6té soufre de Cys'!6

Pour le mutant N117A, nous sommes partis de deux conformations de départ : une dans
la forme «directe» et une dans la forme «une H,O pontante». Comme dans le cas de la
forme sauvage, deux chemins réactionnels seront explorés : soit conduisant a la formation

de HyO, (réactivité native), soit la rupture de la liaison Op-Od, pour former une espece
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Distance (A) Fe-Op S-Fe Op-0d

«directey 1.99 £ 0.06 2.46 £ 0.08 1.46 + 0.03
«une HyO pontante» 1.95 +£ 0.06 2.45 £+ 0.07 1.45 4+ 0.03

Angle (°) Fe-Op-Od  Op-Od-Hd Cg-S-Op-Od  Fe-Op-Od-Hd
«directex 122 £5 100 £+ 4 -87 +£ 10 -132 £ 11
«une HyO pontante» 122 + 6 101 £ 1 -96 £ 13 -138 £ 13
Diedre (0) 119 b119 11s b8 e b7 X118
«directey 30 +£ 10 -118 £ 9 -32 £ 10 -108 + 10 31 +£11 -51+£10 -50+7
«une HyO pontantex 18 £ 11 -133 £ 7 8+9 1314+ 7 -30 £ 11 -50 £ 11 61 £+ 10

Tableau 4.13 — Les distances et les angles importants (courbure et diedre) pour les es-
péces Fe’—OOH a partir de nos simulations QM /MM en moyenne sur les deux derniéres
picosecondes. La conformation «directe» correspond au point de départ '4593B’. La confor-
mation «une H,O pontante» correspond provient de '2028B".

fer-oxo.

Pour la configuration «une H,O pontante», nous partons de 'image '2028B’, impliquant
la chaine B. Pour la configuration «directe», I'image est '4593B’, impliquant également
la chaine B. Une dynamique QM/MM en partant de I'image '6198A’ impliquant cette
fois la chaine A et correspondant a une configuration «directe» a été aussi réalisée. Elle
présente les méme caractéristiques géométriques que la forme '4593B’, comme pour la
forme sauvage, les chaines A et B sont identiques pour le mutant N117A. Le site A étant
de nouveau identique au site B, seul les dynamiques provenant des images '2028B’ et
'4593B’ seront utilisées pour analyse et comme point de départ en métadynamique (vide

infra).

Comme pour la forme sauvage, le systéme met environ 3 ps a s’équilibrer pour la transition
MM vers QM/MM, et seules les deux derniéres picosecondes seront prisent en compte
pour les caractéristiques géométriques ou électroniques ainsi que les points de départs des
métadynamiques suivantes. Le tableau 4.13 références les distances Fe-Op, S-Fe, Op-Od
ainsi que les angles caractéristiques. Les angles diedres du squelette;;7.119 sont également

référencés.
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Comparée a la forme sauvage, la distance Fe-Op est identique indépendamment de la
conformation «directe» ou «une HyO pontante». Pour la conformation directe, la distance
Fe-Op est de 1.99 4 0.06 A dans N117A et 1.99 4+ 0.05 A dans la forme sauvage. Dans le
cas de la conformation «une H,O pontantey, elle est de 1.95 & 0.06 A et de 1.96 & 0.05 A,
respectivement pour N117A et la forme sauvage. Entre la forme sauvage et le mutant
N117A, nous avons une distance S-Fe qui est plus courte dans N117A (-0,03 A). Par
exemple, dans le cas de la conformation «directey, la distance Fe-S est de 2.46 + 0.08 A
dans le mutant N117A et d’environ 2.49 + 0.10 dans la forme sauvage. L’angle Fe-Op-Od
est également plus ouvert avec une valeur de 122 °, a comparer au 117 ° de la forme sauvage.
L’angle diedre C-S-Op-Od prend une valeur négative dans les deux configurations, ce qui
correspondait seulement a la configuration «une H,O pontante» dans la forme sauvage.
Les systemes de départ sont soit dans la conformation S7 pour la configuration «une H,O

pontantey, soit dans la conformation S2 pour la configuration «directe».

4.2.1.1 Réactivité native de N117A

Pour I'étude la réactivité native, nous avons utilisé les méme parametres pour les métady-
namique sur 1’étude de la forme sauvage. Les mémes variables collectives ont été utilisées :
la distance Fe-Op et la distance Njy-Hyys dans le cas de la conformation «directe», ou la
distance Ogau-Hean dans le cas de la conformation «une H,O pontante». Le niveau de
théorie QM /MM est identique également, au niveau B3LYP avec des bases de qualité
DZVP.

Les parametres de la métadynamiques Well-Tempered sont également identiques : AT
avec une valeur de 6000 K, la hauteur des Gaussiennes fixée & W = 1.0 kcal mol! et
la largeur fixée & o = 0.05 A. Le dépot des gaussiennes (7g) se fait toutes les 10 fs
comme pour I’étude de la forme sauvage. Comme pour la forme sauvage, nous utiliserons
un potentiel de répulsion quadratique avec une constante K égale & 500 kcal mol* en

limitant la distance Fe-Op a 3.5 A et les distances Niys-Hiys €t Ogau-Hean limitée a 3.0 A.
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Distance Oxygéne-Hydrogéne [A]
Energie libre [kcal.mol'1]
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Distance Fer-Oxygeéne [A]

Figure 4.20 — Surface d’énergie libre pour la protonation de l'intermédiaire Fe*t—OOH
avec la conformation «une HyO pontante» en fonction des CV sélectionnées. Le chemin
de réaction présentant la barriere d’activation la plus faible est représenté sous la forme
d’une ligne noire continue. Un chemin alternatif est montré en ligne pointillée.

Conformation «une H,O pontante». La surface d’énergie libre pour la conformation
«une H,O pontante» a été reconstruite aprés un temps de simulation de 7.5 ps (soit apres
un ajout de 750 gaussiennes) et est représentée figure 4.20. Comme pour la forme sauvage,
la métadynamique est courte’ et les produits non-définis car le réseau de liaison hydrogene
entre les molécules d’eau avoisinantes provoquent des sauts de protons non-controlés, et
non-pertinents, poussant le systéeme dans des puits irréversibles pour ce couple de variables
collectives. Néanmoins la premiere barriere qui, comme pour la forme sauvage, est I’étape

limitante est néanmoins bien définie.

Le chemin réactionnel qui peut étre déduit part du puits de départ, correspondant au
point (Aw) ou la distance Fe-Op est de 1.95 A et la distance Ogau-Hean égale & 0.95 A.
Egalement la distance Hep,-Op est de 1.56 A. Le point (A’w) représente le point a partir
duquel deux chemins réactionnels se distinguent. Le systeme peut évoluer d’un coté vers

I'intermédiaire (Bw), avec une barriere de 15.0 kcal mol! : la protonation du ligand
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"OOH a lieu : la distance Hg,,-Op est de 1.03 A et la distance Ogpy-Heay st de 1.43 A.
La distance Fe-Op subit une légére élongation passant de 1.95 A & 2.16 A. Ce processus
s’accompagne d’'un transfert instantané de proton entre la lysine 48 et 'hydroxyde OH
formé. La distance Oeau-Hiys est de 0.99 A et la distance Niys-Hiys est de 1.70 A au point
(Bw). Le systéme peut ensuite évoluer vers I'intermédiaire (Dw ), ou les distances Fe-Op,
Heaw-OP, Ocan-Heau, Ocan-Hiys et Nyye-Hiyg sont respectivement de 2.25 A, 0.97 A, 1.68 A,
1.08 A et 1.50 A. Cet intermédiaire est trés proche de 'intermédiaire (Bw) : le produit
H,0, commence a se dissocier. Cette barriere reste élevée pour une simple dissociation,
qui se faisait de maniére avec une barrieére de 1 kcal mol! dans la forme sauvage. Enfin
aucune évolution nette apres la formation de cet intermédiaire (Dw) ne peut étre décrite :
soit le systéme retourne vers le point de départ (Aw ), soit le systéme va évoluer le long de
la variable Oguu-Heay en protonant une molécule d’eau annexe engendrant des multiples
sauts de proton ce qui donne une estimation de I’énergie libre incorrecte pour ce chemins

réactionnel au dela de l'intermédiaire (D).

Pour ce chemin réactionnel, une premieére hypothese est que l'intermédiaire (Dw) ne
correspondrait pas a un vrai minimum intermédiaire correspondant aux valeurs de ce
couple de CV. Cet intermédiaire de haute énergie est dii a une exploration wvia un seul-
aller retour entre (Bw) et (Dw) et 'implication probable d’une variable non suivie : la
distance Fe-S. Cette distance qui est dépendante de la distance Fe-Op est dans les especes
(Aw), (Bw) et (Dw) respectivement de 2.45 A, 2.38 A et 2.44 A. Si la distance Fe-S
c’est raccourcie entre les intermédiaires (Aw) et (Bw), en adéquation avec 1’élongation
de la distance Fe-Op entre ces intermédiaires, il n’en est pas de méme pour 'intermédiaire

(Dw) ce qui peut expliquer cette barriere de 5 kcal mol™.

9

Le systéme partant de (A’w) peut également subir une élongation de la distance Fe-
Op vers un intermédiaire (Cw). La distance Fe-Op est alors de 2.51 A et la barriere
est de 10.0 kcal mol!. Cet intermédiaire correspond a une dissociation du ligand OOH,

ce qui correspond pour la forme sauvage au chemin de protonation partant de la forme
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«directe». Si la barriere est plus faible que pour la formation de l'intermédiaire (Byy)
de 5.0 kcal mol™, le systéme doit, pour former H5O,, franchir une deuxiéme barriére de
11 kecal mol™ pour rejoindre lintermédiaire (Fyy). La distance Fe-Op est toujours de
2.51 A, et le ligand est protoné avec une distance Op-Hea, égale & 0.95 A. La lysine &
également protoné I’hydroxyde formé avec une distance Oeny-Hiys de 1.11 A. Egalement,
une barriere de 11.0 kcal mol™! permet de former l'intermédiaire (Ew) correspondant &
une dissociation totale de "OOH avec une distance Fe-Op de 3.46 A. Cet intermédiaire
(Ew) ne se fait pas protoner : 'arrangement des liaisons hydrogénes entre la lysine et la
molécule d’eau n’est pas favorable, I'angle Njyg-Hiys-Oean est de 141 °. Cet intermédiaire

est exploré une seule fois et retourne vers I'intermédiaire (Cw).

Comme pour la forme sauvage, la réactivité native en partant de la conformation «une
H,y pontante» possede un mécanisme en deux étapes : une protonation de l'oxygene
proximal par une molécule d’eau (qui est protonée, instantanément par la lysine), puis
une dissociation de H,O,. Egalement, comme pour la forme sauvage, les produits sont
mal définis de par la variable collective Ogay-Heay @ si dans le systeme «directe» la variable
Niys-Hiys produit le méme effet, a savoir "fournir un proton’; le groupe ammonium de la
lysine est moins mobile qu'une molécule d’eau pendant le temps de la métadynamique : le
'proton’ de la lysine «directe» reste orienté vers le ligand OO, la molécule d’eau quant a
elle peut s’orienter rapidement différemment, impliquant d’autres saut de proton que celui

du chemin réactionnel et faussant la métadynamique par des hidden collective variables.

Conformation «directe». La conformation «directe» du mutant N117A est différente
de celle de la forme sauvage, notamment par son angle diedre Cz-S-Op-Od (cf. tableau
4.13). Cet angle diedre était d’environ 70 £ 16 ° dans la forme sauvage, et il est d’environ
est -87 £ 10 ° pour le mutant N117A, nous verrons au long de la métadynamique quels

sont les possibles impacts de ce changement de conformation.

Pour la conformation «directe», nous représentons la FES reconstruite apres 6.0 ps (ce

qui correspond a 600 Gaussiennes ajoutées) en figure 4.21. Cette fois, contrairement a la
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Distance Azote-Hydrogéne [A]
Energie libre [kcal.mol'1]

1.6 1.8 2.0 2.2 24 2.6 2.8 3.0 3.2 3.4 3.6

Distance Fer-Oxygéne [A]

Figure 4.21 — Surface d’énergie libre pour la protonation de I'intermédiaire Fe**—OOH
avec la conformation «directe» pour le mutant N117A en fonction des CV sélectionnées.
Le chemin de réaction présentant la barriere d’activation la plus faible est représenté
sous la forme d’une ligne noire continue. Le chemin défini en pointillé est un des chemins
possibles.

forme sauvage, le mécanisme ne semble pas aussi clairement défini.

Le systéme part de 'état (Ap), avec une distance Fe-Op de 1.93 A, qui évolue vers 1'état
(A’p), avec une élongation de la distance Fe-Op & 2.15 A et une barriere de 2.5 keal mol™.
Contrairement a ce qui a été décrit pour la forme native, cet état (A’p) est énergétique-
ment plus haut de 1.5 keal mol™ que I'état (Ap). Cette différence pourrait étre attribuée
a deux facteurs concomitants : une conformation de la lysine et une variation du diedre
Cp-S-Op-Od au sein du site actif. Le systeme évolue ensuite vers I'état (Bp), avec une
barriere de 9 keal mol™. Dans cet état la distance Fe-Op est de 2.51 A, proche de la valeur
de 2.6 A pour cet état dans la forme sauvage. La barriére est plus haute de 2 keal mol™?, ce
qui rend la dissociation de OOH légerement moins favorable que dans la forme sauvage

sans étre significativement différente. Ensuite, le systéme évolue vers une forme (Cp) avec
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une distance Fe-Op de 2.88 A avec une barriere de 1.5 keal mol!. Le franchissement d’une
barriére supplémentaire de 5.5 kcal mol™ conduit & la dissociation totale de "OOH, avec
une distance Fe-Op de 2.9 A, analogue a celle de I'état (Dp) dans le cas de la forme
sauvage. Aucune de protonation du substrat OOH correspondant a un minimum n’a été
caractérisée : la barriére semble étre supérieure a 7 kcal mol™. Une possible cause est la
conformation de la lysine qui occasionne une géne stérique. Si le ligand OOH est bien
protoné, sa sortie reste bloquée par une conformation non-favorable de la lysine et em-
péche le systeme d’aller vers un minium présentant HyO, : le systeme revient en arriere.
Les valeurs de la surface, qui semblent étre des minima de protonation ou la distance
Niys-Hiys est supérieure a 1.4 A sont, en fait comme pour le systéme «une H,O pontante»
des saut de protons de la lysine vers des molécules d’eau voisines. Ces sauts de protons
provoquent une évolution du systéme irréversible (par rapport aux variables collectives

sélectionnées).

Malgré une fin de chemin réactionnel difficile a définir, il est certain que le processus de
formation de HyO, par dissociation suivie de protonation est plus difficile dans le mutant
N117A que dans la forme sauvage. il est certain que la réactivité via la conformation
«directe» est plus difficile : la barriére est supérieure de 2 kcal mol™ pour la dissociation
de "OOH et avec une protonation de cette espeéce supérieure a 7 kcal mol ™) que pour son

analogue de la forme sauvage.

En partant des deux conformations, soit «directe», soit «une HyO pontantey, nous trou-
vons des barrieres des premieres étapes correspondantes plus haute en énergie que pour la
forme sauvage. La conformation «une HyO pontante» présente une barriére de 15 kcal mol™!
(11 kcal mol! dans la forme sauvage) pour la protonation de OOH en H,0, puis de
6 kcal mol™ pour le départ partiel de HyO, (environ 3 kcal mol™ pour la forme sauvage).
La conformation «directe» elle présente une barriere de dissociation du ligand OOH de
9 kcal mol! (7 kecal mol™! dans la forme sauvage) non-suivie de la formation de Hy0,

stable.
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Figure 4.22 — Energie libre en fonction de la distance de liaison Fe-Op pour les métady-
namiques avec pour seule variable la distance Fe-Op pour la forme sauvage et le mutant
N117A.

Dans les deux cas, la réactivité native est plus difficile que pour la forme sauvage : nous
avons des barrieres limitantes plus élevées et pour la formation des produits des sauts de

protons concurrents au méme niveau énergétique.

Pour remédier au probléme posé par la variable Ogay-Hean €t Niys-Hiys, nous avons re-
conduit des métadynamiques en ne considérant que la variable collective Fe-Op pour ce
mutant N117A et aussi a titre de comparaison pour la forme sauvage. Les conditions de
simulation sont celles décrites précédemment (hauteur, déposition, largeur et mur) mais
avec une seule variable. Nous partirons que de la conformation «directey, car avec cette
CV Fe-Op unique est a méme de décrire I’étape limitante correspondant a la dissociation
de OOH. Le profil énergétique pour la protonation «une H,O pontante» dont la premiere
étape est la protonation du ligand OOH a donc moins de sens avec la variable correspon-

dant a la distance Fe-Op puisque c’est la variable "protonation" qui "dirige" la réactivité
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de cette conformation.

Dans la figure 4.22, nous reportons ’énergie libre en fonction de la distance Fe-Op pour la
forme sauvage et le mutant N117A dans la conformation «directe» . La métadynamique
pour la forme sauvage a été arrétée au bout de 3,5 ps (soit 350 gaussiennes) et pour le

mutant N117A au bout de 5 ps (soit 500 gaussiennes).

Pour la forme sauvage, la barriere limitante de la dissociation de OOH est d’environ
9.5 kecal mol?, proche de la valeur trouvée de 7 kcal mol! dans le chapitre 3 pour la
réactivité de la conformation «directe» avec les deux variables Fe-Op et Niy-Hiys. De
plus la protonation par la lysine 48, non suivie par une variable collective a lieu et HyOq
est formé. Cela nous confirme que 'utilisation d’une seule CV pour décrire I'étape est

suffisante, au moins qualitativement.

Pour le mutant N117A, la barriére de I’étape limitante est plus élevée, environ 14 kcal mol™.
Apres cette dissociation, il n’y a pas de minimum net apres la dissociation malgré la pro-

tonation de OOH par la lysine comme pour la forme sauvage.

Que ce soit avec une ou deux variables collectives, sur les conformations «directe» et
«une H,O pontante» du mutant N117A, nous trouvons systématiquement des barrieres
plus élevées que dans la forme native de la SOR. Dans le cas de la molécule «une H,O
pontante», nous avons une barriére de d’environ 15 kcal mol™ & comparer au 11 kcal mol™*
de la forme sauvage, correspondant a la protonation de OOH puis la dissociation de
H,0,. La barriére est supérieure de 4 kcal mol' pour ce mécanisme, qui d’apres les
résultats obtenus dans le chapitre 3, n’est pas le mécanisme favorisé pour la forme sauvage.
La conformation «directe» présente dans la forme sauvage le mécanisme dissociation-
protonation avec une barriére limitante de 7 kcal mol™!, posséde dans le mutant N117A
une barriere plus haute de part la conformation du diedre Cg-S-Op-Od qui positionne
“OOH différemment par rapport a la lysine 48. La barriere pour la dissociation de "OOH

est de 9 kcal mol! et sa protonation n’est pas observée mais est estimée de se produire
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avec une barriére d’au moins 7 kcal mol!. Dans le cas de la métadynamique avec une
seule variable (distance Fe-Op), la barriére est d’environ 14 kcal mol™ correspondant a la

dissociation de OOH qui subit une protonation par la lysine lors de son éloignement.

Dans ce mutant N117A, la formation de HyO4 est plus difficile a réaliser, principalement
en raison d'un angle diedre Cg-S-Op-Od non favorable a un départ HyO, dans le cas de la
conformation «directe» . Pour la conformation «une H,O pontante» la réactivité est plus
difficile également. Une possibilité serait du a un arrangement électronique différent du a

la différence du squelette peptidique montrée dans I’étude MM conformationnelle.

Expérimentalement, ce mutant peut conduire a la formation d’une espece fer=oxo, contrai-
rement a la réactivité de la forme sauvage. Nous avons montré que la réactivité native
présente des barrieres plus élevées que la forme sauvage, nous allons maintenant étudier

la possibilité de former 'espéce fer-oxo par métadynamique.

4.2.1.2 Formation de Fe*t=0

Comme pour la forme sauvage, la CV représentant la distance Fe-Op a été remplacée
par la distance Op-Od dans les métadynamiques a deux variables. Nous reprenons la
conformation «une H,O pontante» du mutant N117A utilisé dans ’étude de la réactivité
native. Nous gardons les parametres de métadynamiques (AT, W, 74 et ). Dans la figure
4.23, nous reportons la FES de la conformation «une H,O pontante» avec comme CV la
distance Op-Od et la distance Ogau-Hean. La durée de la métadynamique est de 6.6 ps

(soit 660 gaussiennes).

Comme dans le cas de la forme sauvage avec la conformation «une H,O pontante», nous
pouvons décrire la rupture de la liaison Op-Od sans qu’une protonation ne semble étre
nécessaire. En regardant les géométries correspondantes avec une distance Op-Od infé-
rieure & 1.6 A et une distance Oeay-Heay supérieure a 1.4 A, comme dans la forme sauvage,

nous explorons la réactivité native. Il y a une protonation de l'oxygeéne proximal, mais
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Figure 4.23 — Surface d’énergie libre pour réactivité non-native Uintermédiaire Fe>*—OOH
avec la conformation «une HyO pontante» en fonction des CV sélectionnées. Le chemin
de réaction présentant la barriere d’activation la plus faible est représenté sous la forme
d’une ligne noire continue. Le chemin de réaction en pointillé correspond a I’évolution du
systeme apres la premiere barriere.
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a l'identique de la forme sauvage, le groupement NH;" ne transfére pas un proton sur
I'ion OH formé qui se reprotone avec le proton de Hy,O,. Cette réaction 'concurrente"
est moins explorée que dans la forme native suggérant une réactivité non-native moins

énergétique.

Le systeme part de I’état (Aw) ou la distance Op-Od est de 1.46 A et la distance Ogyy-
Hean de 0.97 A. Le systéme doit ensuite franchir une barriere de 22 kcal mol™ pour arriver
a un état de transition (Bw). La rupture de la distance Op-Od a lieu, sans protonation
et la distance Op-Od est de 2.04 A et la distance Oguy-Heay Teste a 0.95 A. Dans cet
intermédiaire la distance Fe-Op est de 1.66 A et la distance Fe-S est de 2.47 A. Ces
distances sont consistantes avec la formation d'une espece de type Fe=0 comme dans la
forme sauvage. La barriére est plus basse de 3 kcal mol! que pour la réactivité non-native
de la forme sauvage. Le systéme évolue ensuite vers le bassin qui présente une distance
Op-Od supérieure & 2.4 A : les variables utilisées deviennent inadéquates pour suivre
I’évolution du systéme. Nous avons repris I'analyse des densité de spin (de Mulliken) pour
identifier les especes formées et suivre I’évolution du systeme. Dans le tableau 4.14 nous
représentons les densité de spin pour les atomes Fe, Op, Od et S pour les états (Aw) et
(Bw) et les informations géométriques pertinentes (les distances Op-Od, Fe-Op et Fe-S).

Egalement pour les états (Cw) et (Dw).

Les distances ainsi que la distribution de la densité de spin indiquent que la rupture de la
liaison Op-Od est homolytique : il y a formation d’une espece Fe'™=0 caractérisée par le
passage de la distance Fe-Op de 1.98 & 1.66 A, et une variation densité sur le Fe de 4.32
4 3.62 e. Egalement la densité sur I'oxygéne proximal passe d’une valeur de 0.17 & 0.45 e.
La rupture donne donc un radical hydroxyde "OH avec une densité de spin sur I'oxygéne
(distal) qui varie de 0.04 & 0.83 e. Pour les espeéces (Cw) et (Dw) ces minima proviennent
de la formation de Fe®*=0 qui influence la distance Fe-S qui s’allonge légérement, et la
densité de spin sur le soufre passe de 0.27 e dans I'espéce de départ ((Aw)) & -0.20 e dans

les especes (Cw) et (Dw).
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Distance (A) Fe-Op S-Fe Op-Od

(Aw) 1.98 245  1.46
(Bw) 1.66 247  2.05
(Cw) 1.69 251 244
(Dw) 1.61 255 264
Spin (e) Fe Op Od S
(Aw) 432 017 004 027
(Bw) 362 045 083  0.03
(Cw) 3.63 056 093 -0.16
(Dw) 361 052 081 -0.20

Tableau 4.14 — Valeurs des distances caractéristiques et du spin pour les atomes mis en
jeu dans la réactivité non-native de N117A pour les intermédiaires réactionnels.

s . A AL 2 s , . 4 .
La métadynamique & été arrétée avant une éventuelle réaction de Fe*™=0 ou "OH avec

I’environnement : la métadynamique été arrété apres la formation de ces deux especes.

Comme dans la forme sauvage, la rupture de liaison Op-Od est homolytique et n’implique
pas de protonation spécifique de l'oxygene distal. L'espéce formée est bien Fe*™=0 (et
donc, "OH) ce qui permet de confirmer les résultats expérimentaux obtenus. Si la barriere
de rupture est moins élevée de 4 kcal mol™* (22 kcal mol ™) que la barriére obtenue dans la
forme sauvage (26 kcal mol!), elle reste plus élevée que la barriere de la réactivité native

(qui était d’environ 14-15 kcal mol™?).

Ayant effectué la réactivité non-native et montrant qu’elle n’impliquait pas de protonation
de l'oxygene distal (comme pour la forme sauvage), nous avons étudié ce mutant avec des
métadynamiques ne comprenant qu’une variable collective pour éviter de surestimer la
barriere en explorant un sous-espace non souhaité. Les deux conformations, «directe» et
«une H,O pontantey» seront utilisées comme point de départ, la seule CV étant la distance
Op-Od. L’espéce Fe''=0 étant potentiellement trés réactive, nous avons décidé comme
A . . A . o\
pour la forme sauvage, d’arréter la métadynamique apres le premier passage de la barriére

de dissociation.
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Figure 4.24 — Energie libre en fonction de la distance de liaison Op-Od pour le mutant
N117A : conformation «une H,O pontante.

L’énergie libre en fonction de la distance Op-Od pour la conformation «une H,O pontante»
est représentée en figure 4.24. La métadynamique a été arrétée apres 2.325 ps soit un
ajout de 232 gaussiennes. En partant de cette configuration nous avons deux minima :
1'un posseéde une distance Op-Od de 1.35 A et Pautre une pour distance Op-Od 1.55 A. Ils
sont séparés par une barriere d’environ 5 kcal mol™!. Cette barriére semble élevée et non
convergée du fait que la métadynamique a été arrétée avant d’avoir explorer totalement
le bassin 1.30-1.60 A : la métadynamique a fait évoluer le systéme rapidement vers la
dissociation. La dissociation demande une barriére d’environ 21 kcal mol™! et montre un
"état de transition" présentant une distance Op-Od de 2.24 A. Lors de cette transition,
la densité de spin du fer évolue de 4.3 e a 3.6 e et celle des oxygene proximal et distal
de 0.2 e a 0.5 e et de 0.1 e a 0.9 e respectivement. De nouveau, il s’agit d’une rupture
homolytique formant les espéces Fe*™ =0 et "OH. La distance Fer-Op passe de 1.98 A a
1.69 A, et la distance Fe-S s’allonge de 2.44 A & 2.50 A.
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Figure 4.25 — Energie libre en fonction de la distance de liaison Op-Od pour le mutant
N117A : conformation «directe».

Dans ce cas aussi, la barriere de dissociation reste élevée comparativement a celle de la dis-
sociation de OOH. Comme pour la métadynamique présenté en figure 4.23, elle présente
une barriére du méme ordre de grandeur d'une vingtaine de kcal mol™! qui reste inférieure

a la celle pour le processus analogue décrite dans la forme sauvage (26 kcal mol™!).

La méme métadynamique a été effectuée, cette fois, en partant de la conformation «di-
rectey, que nous représentons en figure 4.25. Cette métadynamique a été arrétée seulement
apres 1.1 ps soit 110 gaussiennes ajoutées. La dissociation a été effectuée apres ’'ajout de
peu de gaussiennes (110) et la barriére pour la dissociation est de 10.5 kcal mol™! pour
la conformation «directe» soit deux fois moins que pour la conformation «une H,O pon-
tante». Cette barriere est également plus faible que la réactivité native (formation de
H,0,) pour cette conformation. Le systéme part d’'un minimum caractérisé par une dis-
tance Op-Od de 1.52 A et des distances Fe-Op de 2.00 A et Fe-S de 2.47 A. La densité de

spin pour le fer est de 4.35 e, correspondant & un Fe®". Pour I'oxygéne proximal elle est
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de 0.15 e, le distal de 0.04 e ceci correspondant toujours a un hydroperoxide. Le systéme
franchi ensuite une premiére barriere de 3 keal mol™? ot la distance Op-Od passe & 1.82 A
et les deux autres distances étant peu affectées. Ensuite la dissociation a lieu : le systeme
franchi une barriere de 10.5 kecal mol!. La distance Op-Od passe de 1.82 A 4 2.14 A. La
densité de spin des deux oxygenes est de 0.56 e et 0.80 e pour le proximal et le distal
respectivement. La densité de spin du Fer passe de 4.35 e a 3.58 e et la distance Fe-Op
se raccourcie passant de 2.00 A & 1.63 A. Le processus est donc clairement défini comme

le passage d’un état Fe®*—OOH & un état Fe'™=0 et "OH.

Entre la conformation «une H,O pontante» et la conformation «directe», nous trouvons
une large différence entre les deux barrieres pour la formation de 'espece Fe*™=0 via la
dissociation de la liaison Op-Od. Dans le cas de la conformation «une H,O pontantey, la
barriére est d’environ 21 kecal mol™, soit plus élevée que la barriere de la réactivité native
(environ 15 kcal mol™), ce qui fait que pour cette conformation la réactivité native est uni-
quement celle qui se produit (ou trés majoritairement). Pour la conformation «directey, la
barriere de dissociation n’est que d’environ 10.5 kcal mol™, plus favorable que la réactivité
native (estimée a 14 kcal mol!), ce qui fait que la réactivité non-native est majoritaire
dans ce mutant, étant la moins élevée des barrieres trouvées pour les deux conformations.
L’espéce résultante de cette dissociation est une espéce Fe*™=0 en accord avec les données
expérimentales. Nos simulations sont donc en parfait accord avec I'expérience qui montre

que le mutant N117A favorise la formation d’une espéce Fe'"=0.

Dans 'optique d’expliquer, premierement la différence de réactivité entre les deux confor-
mations «une HyO pontante» et «directe» pour le mutant N117A puis dans une deuxieme
temps la différence de réactivité entre la conformation «directe» de la forme sauvage
et celle du mutant N117A, nous nous appuyons sur I'analyse effectuée au début de ce

chapitre, a ’aide des simulations classiques.

Pour la conformation «une HyO pontantey, le squelette est dans la conformation S1 tandis

que pour la conformation «directe» il est dans la conformation S2 : nous avons vu que
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la conformation S2 favorise les liaisons hydrogene entre le squelette (les résidus His''? et
Ilej1s) et le soufre de la cystéine. En postulant, que méme si nous n’avons pu démontrer
ou infirmer cette hypothese précédemment, que plus il y a de liaisons hydrogene engagée
sur le soufre, plus la distance Fe-S sera grande et par effet trans, la liaison Fe-Op sera
renforcée, plus courte. Une liaison Fe-Op plus courte permettrait une rupture de liaison

Op-0Od plus aisée.

Dans la conformation «une H,O pontante», nous avons une liaison hydrogene entre le

119 caractérisée par une distance Ngigi19-Scysiig de 3.63 4+ 0.20 A et un angle

soufre His
Naisi19-H-Scys116 de 129 £ 14 °. La liaison entre le soufre et [le!'® est quand a elle carac-
térisée par une distance Nyei18-Scysii6 de 3.74 £+ 0.16 A et un angle Nyei18-H-Scys116 de
164 + 10 °. Pour la conformation «directe» la distance Nis119-Scysi16 est de 3.32 & 0.11 A
et I'angle Nis119-Scysi16 Possede une valeur de 116 £ 9 °. La distance Nyei18-Scysiie €st
de 3.53 + 0.13 A et I'angle Npe118-H-Scys116 de 160 £ 8 °. D’apres ces informations, dans
le cas de la conformation «directe» les liaisons hydrogenes semblent plus fortes. La valeur
de la distance Fe-S est de 2.47 + 0.09 A dans la forme «directe» et légérement plus courte
dans la conformation «une H,O pontante» ot elle prend une valeur de 2.44 + 0.09 A. La

liaison Fe-Op elle posséde une valeur de 2.00 & 0.09 A dans la conformation «directe» et

de 1.98 + 0.13 A dans la conformation «une H,O pontantes.

Méme limitées, ces différences pourraient expliquer la différence énergétique de la barriere
entre la forme «une H,O pontante» et la conformation «directe» dans le mutant N117A.
Comme il a été indiqué en premiere partie de ce chapitre, le mutant N117A possede
deux formes (S1 et S2) comme la forme sauvage. Si la forme S2 favorise des liaisons
hydrogenes dans la forme sauvage et dans la forme N117A; la forme S7 quant a elle ne
favorise pas des liaisons hydrogenes "fortes" dans la forme sauvage, mais elles peuvent étre
présentes dans le mutant N117A dans sa forme S7 également. Des liaisons hydrogenes plus
"fortes" favorisant la rupture Op-Od et la dissociation en espéces Fe*™=0 et ‘OH, ceci

peut expliquer que le mutant N117A forment ces especes expérimentalement.
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L’autre question abordée est la différence des barriéres entre la forme sauvage dans sa
conformation «directe» et le mutant N117A dans sa conformation «directe» : dans le mu-
tant N117A, I'angle diedre C-S-Op-Od possede une valeur différente de la forme sauvage
«directe» (-87 £ 10 ° dans le mutant, et 70 & 16 ° dans la forme sauvage). Dans le chapitre
3, nous avons vu qu'un angle diedre Cg-S-Op-Od négatif positionnait le ligand OOH a
I'intérieur du site actif. Dans le cas d'une protonation-dissociation via une molécule d’eau,
I’eau étant plus mobile que la lysine, le produit HyO, peut s’éloigner sans barriere malgré
cette contrainte. Dans le cas d'une dissociation-pronation par la lysine 48 directement, le
ligand H,O, reste tres proche du Fe* | 1a lysine étant moins mobile, et retourne sous sa
forme Fe*™~OOH montrant une barricre plus élevée de protonation. Alors que dans la
forme sauvage «directe» et le mutant N117A «directe» la dissociation de OOH est, dans
les deux cas, aux alentours de 7 kcal mol™, une seconde barriére a 7 kcal mol™! apparait
seulement pour le mutant N117A «directe». Cette contrainte géométrique serait la cause

de la différence de barriére entre la forme sauvage et le mutant N117A.

Dans cette partie, nous avons vu que le mutant N117A présentait une réactivité majori-
taire différente de la forme sauvage : la formation d’une espéce Fe*"=0 via la dissociation
homolytique de la liaison Op-Od. Plusieurs points semblent expliquer cette différence de
réactivité : la présence de liaisons hydrogeéne plus "forte" entre les résidus His!? et Ile!!® et
le soufre de la cystéine allongeant la liaison Fe-S qui, par effet trans, renforce la liaison Fe-
Op. Cette liaison renforcée a pour effet de baisser la barriére nécessaire a la dissociation,
comparée aux formes sauvages ou les conformations présentant des liaisons hydrogene plus
"faibles". Pour la réactivité native correspondant a la formation de HyO,, des contraintes
géométriques liées a 'angle diedre Cg-S-Op-Od et a la position de la lysine augmentent

les barrieres nécessaires pour la réalisation de cette réactivité.
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4.2.2 K481 : mutation coté ligand OOH

Le mutant K481 ne possede plus la lysine 48 a I'entrée du site actif : elle a été remplacée
par une isoleucine. Dans la partie précédente, nous avons vu que l’isoleucine ne change pas
la facilité d’acces au ligand OOH par des molécules d’eau. Pour la forme sauvage, nous
avons vu que la lysine avait un impact majeur pour la réactivité native : lorsqu’elle est
lié directement au ligand OOH, elle permet une dissociation de ce ligand avec une faible
barri¢re de 7 kcal mol™? suivie d’une protonation quasi sans barriére. Les études ont montré
que le mutant K48I présentait a pH acide [19], la méme réactivé que la forme native. Il est
supposé que les ions H;O™ en grande concentration jouent le méme role que la lysine, &
savoir, permettre la dissociation de OOH par effet de charge et une protonation aisée dans
le cas d’une interaction «directe». Si I'interaction est indirecte, comme dans le cas de la
conformation «une H,O pontantey, I'ion H;O" permet une protonation via une molécule
d’eau comme le fait le groupement NH;" de la lysine. Lorsque le pH augmente et devient
neutre, la réactivité native n’est plus observée. Les ions H;O™ ne sont plus en concentration
suffisante pour pallier I’absence de la lysine. Le but de cette étude métadynamique sera
de vérifier que la réactivité native présente une barriere de transition plus élevée que
pour la forme sauvage en 'absence de la lysine et d’ion H;O". La réactivité native n’étant
plus observée et peu d’informations expérimentales quand aux intermédiaires formés étant

disponible, nous étudierons la réactivité non native via une rupture de la liaison Op-Od.

Nous avons étudié ce mutant en utilisant le méme protocole que précédemment. Un point a
été extrait de la dynamique MM correspondant ou le ligand posséde une liaison hydrogene
avec une molécule d’eau. En partant de cette structure, une dynamique sans contrainte
QM/MM a été effectuée pendant 5 ps pour équilibrer le systéme lors de la transition MM
QM du site actif. Les caractéristiques géométriques des deux dernieres ps sont répertoriées
dans le tableau 4.15. Les caractéristiques géométriques de ce mutant sont tres proche

de la forme sauvage du fait que cette mutation n’influence pas le squelette;;7.119. La
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Distance (A) Fe-Op S-Fe Op-0d

«HyO» 1.98 £0.06 2.47£0.09 1.46 £ 0.03

Angle (°) Fe-Op-Od  Op-Od-Hd  Cg-S-Op-Od  Fe-Op-Od-Hd

«HyO» 119 £ 6 102 + 4 58 + 17 -132 £ 36
Diedre (O) Y119 P119 Y118 o118 Y11y P17 X118
«Hy0O» 53 + 22 -121 £ 12 -13 £ 11 121 £ 7 -13+£9 -63+£8 58+ 13

Tableau 4.15 — Les distances et les angles importants (courbure et diedre) pour I'espece
Fe*™—OOH & partir de la simulation QM /MM en moyenne sur les deux derniéres picose-
condes. La conformation «H,O» correspond au point de départ ’3750B".

conformation est ici dans la forme S1.

4.2.2.1 Réactivité native de K481

La lysine 48 étant absente dans ce mutant (remplacée par une isoleucine), seul le couple de
variables collectives comprenant la distance Fe-Op et la distance Ogau-Hean. Les parametres
de la métadynamique Well-Tempered sont identiques aux précédentes métadynamiques.
Le potentiel de répulsion quadratiques a avec une constante K égale a) 500 kcal mol™?

limite la distance Fe-Op a 3.5 A et la distance Oguy-Heay & 3.0 A.

La figure 4.26 représente la FES construite a partir de la métadynamique sur une durée
de 11.75 ps, soit un total de 1175 Gaussiennes ajoutées. Dans cette métadymiques, nous
avons également des sauts de protons incontrolés et non suivis du fait de 'absence de la

lysine comme donneur final de proton.

Le chemin réactionnel pour ce mutant part de I'état (Aw) caractérisé par une distance
Fe-Op de 2.02 A et une distance Oguy-Heay de 0.98 A. Le systeme peut ensuite évoluer
vers 'intermédiaire (Cw). L'intermédiaire (Cw) correspond a une dissociation partielle
de 'espéce OOH avec une distance Fe-Op égale a 2.73 A. La distance Ogay-Heay €st quant

a elle de 1.08 A. La barriére nécessaire pour cette dissociation est d’environ 14 kcal mol™.
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Distance Oxygéne-Hydrogéne [A]
Energie libre [kcal.mol™']

1.6 1.8 2.0 2.2 24 2.6 28 3.0 3.2 3.4 3.6

Distance Fer-Oxygeéne [A]

Figure 4.26 — Surface d’énergie libre pour réactivité native lintermédiaire Fe**—OOH
dans le cas du mutant K481 en fonction des CV sélectionnées. Le chemin de réaction
présentant la barriere d’activation la plus faible est représenté sous la forme d’une ligne
noire continue.
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De cet intermédiaire (Cw), le systéme peut évoluer vers une dissociation totale de "OOH
correspondant & l'intermédiaire (Dw) ou la distance Fe-Op prend une valeur de 3.18 A
et la distance Oguu-Hean est de 1.09 A. 11 n’y a pas eu protonation, et la barriere né-
cessaire est d’environ 5 kcal mol™. Nous avons trouvé également deux minimums (Byy)
et (Ew). L'intermédiaire (Bw) posséde une distance Fe-Op de 2.62 A et une distance
Ocan-Hean de 1.61 A - I'espece HyO4 est formée ainsi qu’un ion OH. Une barriere d’au
moins 18 kcal mol™! serait nécessaire en partant de (Aw) ou 6 kcal mol! en partant de
I'intermédiaire (Cw) : aucun chemin convergé n’a été trouvé reliant cet intermédiaire
((Bw)). L’intermédiaire (Ew) correspondrait aux produits : HyO,, et "OH. La difficulté
de la convergences aux alentours de ces points ((Bw) et (Ew)) peut s’expliquer par la
réactivité de I'espece OH provoquant de multiples sauts de proton ou déprotonant HyO,

nouvellement formé.

D’apres ces informations, nous constatons que la réactivité native dans le mutant K48I
présente une énergie d’activation plus élevée que la forme sauvage. L’eau seule n’arrive
pas & protoner l'espéce Fe*m—OOH contrairement & l'eau assistée par la lysine dans la
conformation «une H,O pontante» de la forme sauvage. Si la dissociation de OOH a
bien lieu et sa protonation possible, la non-protonation de OH ne permet pas de faire

converger la surface d’énergie libre.

Ces résultats sont cohérents avec les résultats expérimentaux [19] : la réactivité native
est plus difficile que dans la forme sauvage de la SOR. Si en milieu acide la réactivité
native a bien lieu, nous émettons 'hypotheése que I'abondance d’ions H;O" permet de
palier 'absence de la lysine en jouant le méme role : permettre la protonation de 'espéce
Fe*™—~OO0OH formant H,O, et H,O ou permettre une dissociation préalable de "OOH et
puis par protonation, former H,O,. La présence d’un proton dans le milieu réactionnel,
soit par concentration élevée d’ions HsO" dans le milieu, soit la présence du groupement

NH;" proche, permet la réactivité native.
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3.0 N

Distance Oxygéne-Hydrogéne [A]
Energie libre [kcal.mol'1]

-20

-25

1.2 1.4 1.6 1.8 2.0 2.2 24 2.6 2.8 3.0

Distance Oxygéne-Oxygéne [A]

Figure 4.27 — Surface d’énergie libre pour la réactivité non native de l'intermédiaire
Fe*™~OOH dans le cas du mutant K481 en fonction des CV sélectionnées. Le chemin
en pointillé représente la réactivité native.

4.2.2.2 Rupture de la liaison Op-Od dans K481

Pour I'étude de la rupture de la liaison Op-Od par métadynamique, nous avons remplacé
la distance Fe-Op par la variable Op-Od comme variable collective dans le cadre des mé-
tadynamiques a deux variables collectives ('autre CV restant la distance Oeay-Heay ). Les
autres parametres de métadynamique Well-Tempered restent a l'identique. La métady-
namique a deux CV a été arrété au bout de 8.5 ps (soit 850 Gaussiennes ajoutées), au
dela comme dans les autres métadynamiques a deux variables, des transferts de proton
n’ayant pas d’intérét pour cette étude ont lieu. Comme dans le cas de la forme sauvage,
la réactivité native a lieu faussant le suivi de la réactivité non native. Nous représentons

cette FES obtenue en figure 4.27.

Le systéme par de I'état (Aw) représentant le systéme sous sa forme Fe"—OOH. La dis-
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Figure 4.28 — Energie libre en fonction de la distance de liaison Op-Od pour le mutant
K48I.

tance Op-Od est de 1.46 A. Le systéme évolue vers un intermédiaire (Bw ), correspondant
a la protonation de 'oxygéne proximal avec une barriére de 14 kcal mol? Pour 'inter-
médiaire (Bw), la distance Op-Od reste a 1.44 A, la distance Ocau-Heau est de 1.41 A
et la distance Op-Heau de 1.07 A. La distance Fe-Op est de 2.15 A. Cet intermédiaire
correspond a la premiere étape du mécanisme de la réactivité native dans la conformation
<une H,0O pontante> de la forme sauvage, mais contrairement a la forme sauvage, le sys-
teme n’évolue pas vers la dissociation de HyOs, I'ion "OH précédemment formé évoluant
vers une molécule d’eau en reprenant le proton de HyO,. Si la non-inclusion de la variable
Fe-Op ne permet pas de suivre avec précision la réactivité native, dans la forme sauvage
les deux étapes avaient lieu protonation de Fe*™—OOH, Pétape limitante et dissociation
de H5,0,. Dans ce mutant, en condition identique, seule la premiere étape est observée

confirmant les résultats obtenus en figure 4.26, d’une réactivité native plus difficile.

Comme pour la forme sauvage et les autres mutants, nous avons également étudié par
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métadynamique ce mutant avec une seule variable collective, la distance Op-Od. L’énergie

libre en fonction de cette distance est représentée en figure 4.28.

Le mutant K481 présentent une barriére de dissociation de la liaison Op-Od de 25 kcal mol ™.
Les espéces formées sont un Fe*'=0 et un radical "OH. Les caractéristiques géométriques
sont identiques a celles de la métadynamique sur le mutant N117A dans sa conforma-
tion <une H,O pontante> : deux minimums avec pour distance Op-Od, 1.35 et 1.55 A
respectivement. Ensuite la dissociation a lieu, ou la densité de spin de Mulliken du fer
évolue de 4.3 a 3.6 e, celle de 'oxygene proximal de 0.2 a 0.6 e et celle du distal de 0.1 a
0.9 e. Ces données confirment, comme pour les autres mutants et la forme sauvage, que
la dissociation Op-Od n’implique pas de protonation, donnant lieu & un Fe*"=0 et un

radical "OH.

4.3 Conclusion

Dans cette partie, nous avons étudié les mutations de la SOR suivant trois points de
vue différents. Nous avons d’abord effectué une analyse conformationnelle au niveau MM
du squelette peptidique proche de la cystéine 116, pour mesurer I'impact des mutations
comme N117A ou I118S concernant le squelette;;7.119. Ensuite, comme pour la forme
sauvage, nous avons étudié le réseau de liaison hydrogene entre le ligand OOH, le solvant
et la lysine 48 pour mesurer 'impact des mutations en trans ou celle impactant directement
la lysine (K481). Pour finir, nous avons, par métadynamique, étudié la réactivité native et
non-native de deux mutants : N117A et K481, qui expérimentalement ne donne pas une

production de HyO,.

Dans 1’étude conformationelle sur le squelette;i7.119, nous avons regardé pour la forme
sauvage et les mutations N117A, I118S et K48I, les variations des diedres suivants :
¢119, ¢119, w1187 (bng, ¢117, ¢117 et X118- De ces V&I'iatiOIlS, nous avons remarqué deux

conformations du squelette nommées S1 et S2 présentant des différences entre les mutants
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(N117A et I118S) et la forme sauvage. Ces conformations, si elles sont présentent (cf.
[118S), sont dépendantes de la rotation de la chaine latérale de Tle!'®, 1i¢ a I’angle di¢dre
X11s- Ensuite, nous avons reliés ces méme conformations S7 et S2 au liaisons hydrogene
qu’effectuent les groupements amides du squelette peptidique des résidus Ile!'® et His!!?
avec le soufre de Cys''®. Nous avons vu, par exemple, que la forme SI qui dans la forme
sauvage ne favorise pas les liaisons hydrogene, ne possédait pas les méme caractéristiques
dans le mutant N117A : des liaisons hydrogene sont possibles sous cette forme. Pour
le mutant K481, ou la mutation n’a pas lieu sur le squelette peptidique proche de la
cystéine, il n’y pas d'impact dans la distribution des conformations S7 ou 52, ou sur leurs

corrélation avec les liaisons hydrogene.

Nous avons également effectué des calculs d’optimisation géométriques et AIMAII sur les
deux conformations S1 et S2, avec ou sans liaisons hydrogéne avec le soufre de Cys!t6
pour relier la variations de longueur de la distance Fer-Soufre avec le nombre de liaisons
hydrogene impliquées avec le soufre. Néanmoins, il n’y pas d’impact net entre ces deux
variables : un approfondissement sera nécessaire avec un échantillonnage plus important.
La relation entre la distance fer-soufre et la distance fer-oxygene par effet trans a été

remarquée.

L’étude du réseau de liaisons hydrogene entre le ligand OOH, des molécules d’eau et la
lysine 48 pour les mutants N117A, 1118S et K481 n’a pas montré de différences signifi-
catives. Seules de petites variations on été notées. Pour le mutant K481, ou la lysine 48
est remplacée par une isoleucine, nous avons démontré que cette isoleucine ne génaient

nullement 'accessibilité du ligand OOH aux molécules d’eau du solvant.

Pour les études métadynamiques, dans le cas du mutant N117A, nous avons trouvé que
dans une certaine configuration, la réactivité non-native résultant en la formation d'une
espece Fe't=0 (et un radical "OH) posséde une plus faible barriere que la réactivité native
confirmant ainsi les données expérimentales obtenues par spectroscopie Raman. Nous

avons suggéré que la différence des barrieres et de la réactivité est liée a une conformation

189



Chapitre 4: Etude des mutants de la SOR

impliquant plus de liaisons hydrogéne avec le soufre de Cys!!6, effet qui se répercute par
effet trans sur la liaison Fe-Op. Cette liaison Fe-Op étant renforcée, la dissociation du
ligand OOH étant moins favorable, une rupture homolytique de la liaison Op-Od a lieu.
Pour I'étude de la réactivité native, la barriere pour N117A semble plus élevée que dans

la forme sauvage, inversant les barrieres de ruptures Fe-Op et Op-Od.

Pour le mutant K481, les métadynamiques obtenues montrent une réactivité native (for-
mation HyO,) plus difficile en milieu non-acide, en accord avec les données expérimentales.
La réactivité non-native a, quant-a-elle, été trouvée plus favorable que dans la forme sau-
vage, sans toutefois la favorisée vis-a-vis de la réactivité native. L’espece résultant de la

rupture homolytique dans ce mutant est également un Fe*™=0.
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Dans ce travail, nous avons mis en place une méthodologie complete pour I'étude des

métalloenzymes et de leurs cycles catalytiques.

La premieére partie de la méthodologie a été de développer des parametres de champ de
force décrivant le site actif pour une utilisation en mécanique moléculaire. L’utilisation
de ces parametres permet alors d’effectuer des simulation de dynamique comprenant la
protéine complete (englobant le site actif) et le solvant. Ces dynamiques apportent des
données sur la conformation de la protéine, du site actif et sur les interactions vis a vis

du ligand d’intérét ou du solvant.

Apres cette analyse conformationnelle, et dans le cadre de I’étude de la réactivité, nous
avons mis en place un protocole QM/MM. La méthodologie QM /MM permet une descrip-
tion précise du site actif avec la possibilité de simuler la réactivité via des réarrangements
de la structure électronique (rupture et formation de liaisons par exemple). Dans le cadre
de I'étude des métalloenzymes, le niveau QM est généralement décrit de manieére semi-
empirique ou a 'aide de la DFT a l'aide des fonctionnelles GGA. Dans certains cas, ces
fonctionnelles ne décrivent pas correctement 1’état de spin du métal présent dans le site
actif favorisant un état qui n’est pas 1’état fondamental (i.e. observé expérimentalement).
Notre protocole utilise une fonctionnelle hybride (B3LYP) qui permet une description cor-
recte de I’état de spin du métal. La simulation de la métalloprotéine au niveau QM /MM,
soit statiquement, soit par dynamique permet d’obtenir des informations supplémentaires

sur le systeme (e.g. charges et structure électronique de la partie QM).
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Le cout des calculs QM /MM étant élevé, les temps de simulation de dynamiques QM /MM
sont de facto tres court (de 'ordre d'une dizaine de picosecondes) : ils ne permettent pas
de simuler une réactivité dont la barriere limitante est tres supérieure a kg7T'. Nous avons
donc utilisé une méthode qui permet une "accélération" de la dynamique en fonction de
variables collectives représentant des coordonnées de réaction : la métadynamique. En
plus de décrire le chemin réactionnel, la métadynamique permet de reconstruire la surface

d’énergie libre en fonction des variables collectives choisies.

En utilisant, ces différentes méthodes/niveaux de théorie, nous arrivons a une étude de
ces systemes complexes permettant une analyse conformationnelle et de réactivité. Cette
méthode a été validée sur I'étude de la deuxieme étape de protonation de la forme sauvage
de la SOR ainsi que sur des mutations de la SOR montrant a différents niveaux l'impact

des mutations.

En premier lieu, cette méthodologie a donc été validée sur la forme sauvage de la SOR per-
mettant une étude conformationnelle qui a mis en avant deux conformations du deuxieme
intermédiaire impliquant la lysine : une conformation directe et une conformation avec
une molécule d’eau pontante. En partant de ces deux conformations, les métadynamiques
QM/MM ont montré deux chemins réactionnels : I'un, qui est celui de plus basse éner-
gie, présentant une dissociation-protonation, l'autre avec 1’enchainement protonation-
dissociation. Dans ces étapes, la lysine voisine ainsi que le réseau de liaisons hydrogene
avec les molécules d’eau du solvant sont critiques pour la description adéquate du systeme
montrant ainsi 'importance de prendre en compte ces effets comparés a 1'utilisation de
systemes plus "simples'. L’étude détaillée de la structure électronique a permis d’expliquer

cette spécificité et d’en comprendre la cause.

En utilisant les données expérimentales a notre disposition, nous avons également utilisé
cette méthodologie pour I'étude de différents mutants caractéristiques (11185, N117A,
K48I) présentant des différences de réactivité a partir du second intermédiaire. Nous

avons mis en évidence différentes conformations du squelette peptidique entrainant des
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modifications sur des liaisons hydrogene impliquant le soufre de la cystéine. Ces liaisons
hydrogene impliquant elles-méme des modifications sur la liaison fer-soufre et par effet
trans sur la liaison fer-oxygene. A l'aide des métadynamiques, nous avons étudié la ré-
activité native (formation d’HyO,) et la réactivité non-native aboutissant a une espece
fer-oxo. Les résultats concordent avec 'expérience confirmant ainsi ’espece formée (un
Fe4+:O) et proposant une explication a la fois par I’étude conformationelle et 1’étude de

la surface d’énergie libre.

Cette méthode novatrice nous a donc permis de mettre en avant un mécanisme jamais
décrit dans le cas de la forme sauvage de la SOR. Elle a aussi permis I’élucidation de 1'im-
pact des mutations complétant les données expérimentales et proposant des mécanismes

permettant de rationaliser cette réactivité différente dans le cas des mutants.

La méthodologie présentée dans ce travail pourra servir a de nouvelles études sur des
métalloenzymes dont le mécanisme du cycle catalytique est méconnu, par exemple, pré-
sentant une étape de protonation ou alors dont le centre métallique ne peut étre décrit pré-
cisément par des méthodes actuellement utilisés. Dans le cadre de mutations, elle pourra
étre utilisée pour décrire le nouveau mécanisme et déterminer sa cause. Elle pourra donc,
avec un caractere prédictif, servir a proposer des mutations sur des enzymes en vu d’'une

réactivité spécifique ou pour ’isoler’ un intermédiaire du cycle catalytique.
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Liste des abréviations

ROS : Reactive Ozygen Species - Especes Réactives de 'Oxygene
SOR : Superoxyde réductase

SOD : Superoxyde dismutase

DX : Désulforédoxine

Op : Oxygene proximal

Od : Oxygene distal

MM : Mécanique Moléculaire

QM : Mécanique Quantique

QM/MM : Mécanique Quantique/Mécanique Moléculaire
GAFF : Generalized Amber Force Field

STO : Slater Type Orbitals

GTO : Gaussian Type Orbitals

PW : Plane Waves

GPW : Gaussian and Plane Waves

GAPW : Gaussian Augmented Plane Waves

MetaD : Métadynamique

UTMetaD : Untempered Metadynamics

WTMetad : Well-Tempered Metadynamics

TTMetad : Transition-Tempered Metadynamics

CV : Variable Collective
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Résumé

L’obtention, dans des conditions douces, sélectives et de chimie durable de molécules ciblées
est aujourd’hui un enjeu majeur. Les métalloenzymes artificielles représentent une voie d’in-
vestigation importante, car en jouant, par exemple, sur la seconde sphere de coordination, il
est possible de modifier fortement la réactivité de ces systémes bio-inspirés. Le développement
de cette chimie suppose une connaissance approfondie des différentes étapes du mécanisme de
la réaction envisagée. Pour cela, la chimie théorique est essentielle a la rationalisation de la
réactivité chimique mais elle souffre encore de nombreuses insuffisances pour les systemes que
nous nous proposons d’étudier.

Dans ce travail, nous avons choisi d’étudier la superoxyde réductase, enzyme détoxifiante du
radical superoxyde. Si de nombreuses expérimentales sont disponibles détaillant certains in-
termédiaires, le mécanisme précis est peu documenté. Le but a été de mettre en place une
méthodologie complete allant du développement de parametres MM spécifiques a I’étude de la
réactivité par métadynamiques QM /MM.

Le développement de parametres MM pour le site actif a fer a permis son étude en dynamique
MM donnant des informations sur la conformations du squelette peptidique ainsi que l'interac-
tion avec les molécules de solvant. De part la nature du fer, une description QM du site actif
a été nécessaire via l'utilisation de DFT hybride. Les métadynamiques QM/MM ont permis
quant a elles d’explorer les chemins réactionnels et de caractériser les especes ainsi formées et
les énergies d’activations.

Cette méthodologie a permis la compréhension en premier lieu de la réactivité native de la
forme sauvage et elle a aussi permis d’explorer les réactivités nouvelles des mutations de la
SOR permettant ainsi de définir le role crucial de la seconde sphére de coordination.

Mots-clés : Métadynamique, QM /MM, DFT Hybride, métalloenzymes, réactivité, mutations
de protéines, sphere de coordinations

Abstract

Obtaining targeted molecules under gentle, selective and sustainable conditions is still a major
challenge. Artificial metalloenzymes are an important line of enquiry, because by playing, for
example, with the second sphere of coordination, it is possible to strongly modify the reactiv-
ity of these bio-inspired systems. The development of this chemistry presupposes a thorough
knowledge of the different stages of the mechanism of the reaction under study. For this reason,
theoretical chemistry is essential to rationalize chemical reactivity, but it still suffers from many
shortcomings for the systems we propose to study.

In this work, we study the superoxide reductase, a detoxifying enzyme of the superoxide radical.
While many experiments are available detailing some intermediates, the precise mechanism is
not well documented. The aim was to implement a complete methodology ranging from the
development of specific MM parameters to the study of reactivity by QM/MM metadynamics.
The development of MM parameters for the iron active site allowed its study by MM dynamics
giving informations on the conformation of the peptide backbone as well as on the interaction
with solvent molecules. Due to the nature of the iron, a QM description of the active site
was required using hybrid DFT. QM /MM metadynamics have allowed us to explore reaction
pathways and to characterize the compounds formed to obtain the needed activation energies.
This methodology made it possible to understand the native reactivity of the wild form of the
SOR, but also to explore the new reactivity of the mutations of the SOR and thus to define
the crucial role of the second coordination sphere.

Keywords: Metadynamics, QM /MM, Hybrid DFT, metalloenzymes, reactivity, mutations,
coordination sphere



