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Résumé

Les méthodes hybrides alliant la mécanique quantique et la mécanique moléculaire (QM/MM)
sont des outils adéquats pour traiter des systemes biologiques. Les phénomenes électroniques
souvent étudiés sur des petites molécules ont, des lors pu étre envisagés dans des environne-
ments macromoléculaires. Ce travail explore trois phénomenes électroniques en présence d’un
environnement protéique : I’absorption, la capture électronique et les ionisations de coeur. Nous
avons employé les derniers développements de la méthode QM /MM Local Self-Consistent Field
(LSCF) pour traiter la jonction covalente entre la partie QM et la partie MM ainsi que le
couplage QM /MM avec le PCM. En premier lieu, nous nous sommes focalisés sur les spectres
d’absorption de chromophores présents dans des macromolécules. Nous avons mis au point un
couplage entre les méthodes LSCF/MM et PCM pour prendre en compte la polarisation élec-
tronique de 'environnement suite a ’absorption d’'un photon par le chromophore. Ce modele,
le LSCF/MM:ERS, a été testé et validé sur le spectre d’absorption du complexe de squaraine-
tétralactame. Une étude plus poussée a ensuite été réalisée sur une protéine fluorescente en
décomposant la longueur d’onde d’absorption maximale en trois contributions physiques. Les
effets de la substitution du chromophore ont aussi été évalués. Dans une seconde partie, nous
avons étudié la capture électronique par un cyclotide contenant trois ponts disulfures, qui, apres
irradiation, forment des demi-liaisons caractéristiques (2c-3e). La derniere partie est consacrée
a la validation de I’approche de la projection asymptotique. Elle a été réalisée dans le cadre
d’une étude sur les ionisations de coeur d’un ensemble de molécules pour, par la suite, étudier les
ionisations de coeur de la glycine présentes dans des systemes de plus en plus complexes jusqu’a

la Sérum-Albumine Humaine.

Mots-clé : absoption UV /visible, capture électronique, ionisation de coeur, QM /MM, LSCF.






Abstract

Hybrid methods that combine quantum mechanics and molecular mechanics (QM/MM) pro-
vide a near-ideal treatment of biological system reactivity and spectroscopy. Many electronic
phenomena often studied on small systems can be now forseen in macromolecular surroundings.
This work considers the treatment with QM /MM tools of three electronic phenomena in biosys-
tem : absoprtion, electronic attachment and core ionization. Latest developments of the Local
Self-Consistent Field formalism (LSCF) have been used to treat delicate covalent junctions bet-
ween the QM part and the MM part and the coupling of QM /MM and PCM methods. Firstly we
have focussed on absorption spectra of chromophores embedded in macromolecules. The combi-
ned LSCF /MM and PCM approach have been employed to account for the electronic polarization
when the chromophore absorbs one photon. This new method, called LSCF/MM:ERS has been
tested and validated with the study of the absorption spectra on the squarain-tetralactam com-
plex. Then, we have considered a fluorescent protein and decomposed the maximum absorption
wavelength into several physical contributions. We have also analyzed the substitution effect
of the chromophore. Secondly, the electronic capture have been studied on a cyclotide contai-
ning three disulfide bonds, which forms caracteristic hemi-bond (2c-3e) after irradiation. The
last electronic phenomena studied is the core ionization tackled within the framework of the
asymptotic projection approach. The latter has been implemented, then tested and validated on
a set of molecules. This method have been employed to analyze the specific core ionization of

glycine-containing systemes of increasing complexity, up to the Human Serum Albumin.

Keywords : UV /visible absorption, electronic capture, core ionization, QM /MM, LSCF.
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De la chimie vers la biologie

I’heure actuelle, le domaine de la biologie est en plein essort. Les outils expérimentaux
A peuvent caractériser des structures de plus en plus complexes et avec une résolution de
plus en plus fine. Le prix Nobel de chimie en 2009 a d’aileurs été attribué a trois chercheurs
biologistes' parce qu’ils ont établi la structure des ribosomes et leur fonctionnement & 1’échelle
atomique. L’étude de machinerie de plusieurs milliers d’atomes est devenue commune. Les mé-
thodes cristallographiques permettent actuellement de résoudre des structures de plus en plus
complexes, ce qui entraine une amélioration de la connaissance des fonctions biologiques via
la structure atomique. Par conséquent, les méthodes théoriques telles que la dynamique mo-
léculaire (MD) deviennent des outils cruciaux pour évaluer 'activité des protéines dans leur
environnement physiologique. Elles permettent de décrire des systemes énormes et ce, pour un
cout calculatoire parfaitement accessible. La MD est basée sur le principe de la mécanique new-
tonienne et des champs de forces de mécanique moléculaire (MM) décrivant les interactions entre
atomes. Cependant, la description explicite des électrons des atomes n’est pas prise en compte
et des phénomenes électroniques tels que des transferts de charges, des excitations électroniques
ne peuvent étre considérés avec de telles méthodes. Celles-ci rencontrent aussi des limites quant
a la formation ou la rupture de liaisons, souvent présentes dans le site réactionnel de protéines
(transfert de protons, ...).

Pour avoir une description précise de phénomenes électroniques, il est donc nécessaire de
passer par des outils quantiques nettement plus cotteux en temps de calcul. Malgré les avan-
cées de ces techniques, il n’est pas encore possible de traiter des systemes de plus d’une centaine
d’atomes, voire un peu plus avec des méthodes semi-empiriques ou DFTB. Une méthode permet-
tant d’allier les avantages de chacun des outils de la chimie théorique est d’utiliser des méthodes

hybrides QM-MM (notation générale) alliant la mécanique quantique (QM) et la mécanique mo-

Venkatraman Ramakrishnan (Cambridge), Thomas A. Steitz (Yale) et Ada E. Yonath (Israél)
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léculaire. Ces méthodes sont apparues il y a 35 ans [1] et n’ont cessé de se développer au fil des
années. Actuellement, des simulations Born-Oppenheimer ou Car-Parinello permettent de four-
nir des trajectoires de systemes décrits en QM-MM. Les temps de simulation de ces méthodes
sont cependant encore assez limités en comparaison aux temps atteints par MD (une dizaine de
picosecondes contre quelques micro ou milisecondes). Plus ces échelles de temps augmenteront,
plus la dynamique des phénomenes biochimiques sera comprise. De grands efforts sont réalisés
pour augmenter les performances et/ou la rapidité des progammes de simulation en les rendant

parallélisables.

Dans cette these, nous nous sommes interessés a trois phénomenes électroniques en présence
d’un environnement protéique : ’absorption, la capture électronique et les ionisations de cceur..
Ceux-ci seront décrits par des méthodes hybrides QM-MM. La méthode principalement employée
est celle développée a Nancy depuis les années quatre-vingt-dix : le Local Self-Consistent Field
(LSCF) [2-10]. Nous avons utilisé les derniers développements mis au point par Pierre-Frangois

Loos et Nicolas Ferré (cf. Theses [11,12]).

Ce manuscrit est composé de trois parties regroupant plusieurs chapitres. La premiere partie
présente les divers outils de la mécanique quantique. Son premier chapitre reprend les méthodes
ab initio dont nous avons eu besoin telles que la théorie de la fonctionnelle de la densité pour éva-
luer les spectres d’absorption UV /visible ou la théorie des perturbations employée pour estimer
les affinités électroniques adiabatiques. Ce chapitre comprend aussi les fondements de base de
la méthode Hartree-Fock. Le second chapitre est dédié aux approches permettant d’évaluer des
transitions électroniques, allant des méthodes post Hartree-Fock (interaction de configuration
(CI) et des méthodes de champ auto-cohérent multiconfigurationnel (MCSCF)) aux méthodes
liées a la réponse linéaire. Les équations des méthodes TD-HF et TD-DFT en ont été dérivées
puisque la TD-DFT nous a permis de calculer les longueurs d’onde d’absorption. Finalement, les
principes de base des outils théoriques qui prennent en compte la solvatation (PCM et NCM)
sont explicités afin de montrer comment ces modeles de solvatation réagissent dans des situations

de non-équilibre (par exemple, les transitions électroniques).

La seconde partie concerne le traitement des systemes biologiques d'un point de vue théo-
rique. Le premier chapitre reprend brievement les notions principales de la mécanique classique

ainsi que les champs de forces que nous avons employés pour décrire les différents systemes. Le
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second chapitre est dédié aux méthodes hybrides alliant la mécanique quantique et la mécanique
moléculaire (QM-MM notation générale) et reprend les principes des approches Link Atom (LA)
et des approches des orbitales gelées. Le troisieme chapitre contient une description détaillée
de I'approche LSCF/MM (Local Self-Consistent Field) développée au laboratoire de Nancy. Le
traitement de la coupure délicate d'une liaison covalente entre la partie d’intéret (QM) et l'en-
vironnement (MM) y est présenté de maniére pointilleuse parce que ces récents développements
ont été employés lors du traitement du spectre d’absorption des protéines fluorescentes ou encore

de I’évaluation des énergies d’ionisation des glycines de I’albumine humaine.

La troisieme partie de cette these concerne les résultats obtenus au cours de ces trois dernieres
années avec comme theme principal les phénomenes électroniques de macromolécules.

Un premier chapitre est consacré aux calculs de spectre d’absorption. Afin de prendre en
compte la réponse électronique de I'environnement du chromophore, nous avons proposé une
méthode simple couplant le QM-MM et un continuum (LSCF/MM:ERS). Ce modele a été uti-
lisé sur deux systemes macromoléculaires différents, d’une part, sur le complexe de squaraine-
tétralactame et d’autre part, sur les protéines fluorescentes.

Le second chapitre est dédié a la capture électronique de macrocycles contenant des liaisons
disulfures. L’affinité électronique adiabatique a été étudiée sur un cyclotide suite a 1’addition
d’un premier et ensuite d’un second électron.

Finalement, le dernier chapitre (chapitre 7) contient le développement de I’approche de la pro-
jection asymptotique (AP) et son implantation dans le code gaussian modifié pour le LSCF/MM.
L’AP a ensuite été testée et validée sur un ensemble de molécules organiques. Elle nous a per-
mis d’évaluer les ionisations de coeur des acides aminés et des glycines de la Sérum-Albumine

Humaine.

La derniere partie de ce manuscrit présentera les perspectives liées au LSCF ou a la métho-
dologie employée pour traiter les systemes biologiques.

Dans la premiere annexe, nous reprendrons quelques fonctionnelles de la DFT, la seconde
annexe contient une table listant tous les acides aminés et leur abréviation (code a trois lettres
et code a une lettre). La troisieme annexe reprend une table des ionisations de coeur obtenues

sur le carbone « de la glycine de ’albumine humaine.






Premiere partie

Méthodologie







Préambule

ETTE section est inspirée de plusieurs ouvrages de chimie quantique de référence [13-16].
C Nous ne donnerons ici qu'un apercu des techniques théoriques indépendantes du temps et
nous nous attarderons plus amplement sur les méthodes dépendantes du temps que nous avons
utilisées au cours de cette these. Le systeme d’'unités atomiques a été employé tout au long du

manuscrit. Une liste des acronymes utilisés se trouve a la fin du manuscrit.

En chimie quantique, il existe trois postulats de base. Le premier est lié au principe d’incer-
titude de Heisenberg qui stipule qu’il est impossible de déterminer simultanément la position et
la vitesse d'une particule. La notion de trajectoire, chere a la dynamique moléculaire, n’a donc
plus de signification et est remplacée par la notion de fonction d’onde W(r, t). La fonction d’onde
n’a pas de signification physique; par contre son carré représente la probabilité de densité de
particules. Selon le second postulat, la fonction d’onde est définie au temps t par I’équation de

Schrodinger dépendante du temps :
OV (r,t)
= ]—
ot

Dans cette équation H est l'opérateur Hamiltonien polyélectronique. Cette équation est em-

HU(r,t) (0.1)

ployée pour le calcul de propriétés moléculaires et est primordiale pour résoudre des problemes
dépendants du temps. Qu’il s’agisse de la résolution de problemes sur des systemes statiques,
comme le calcul de spectres d’absorption ou sur des systemes de dynamique ab initio tels la
dynamique d’Ehrenfest [17], de Born-Oppenheimer [18] ou de Car-Parrinello [19-21].

Pour un systeme stationnaire, I’équation de Schrodinger s’écrit :
HY(r) = EV(r) (0.2)

ou E est I'énergie d'un état stationnaire. Le Hamiltonien s’écrit comme la somme des opérateurs
énergie cinétique et énergie potentielle. Ceux-ci sont définis dans ’équation ci-dessous ou inter-

vient le nombre d’électrons (N) et de noyaux (M) du systéeme, la masse du noyau A (My) de
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nombre atomique Z4 et les distances entre électrons i et j (r;;), entre électron ¢ et noyau A (r;4)

et entre noyaux A et B (rap).

R DL DR N DI ) DRI b PE-- BENTE

r
=1 A=1 i—1 A=1 o1 joi YU 4_1p-a LAB

Les deux premiers termes décrivent les opérateurs d’énergie cinétique des électrons et celui
des noyaux. Ensuite, sont décrites respectivement ’attraction coulombienne entre électrons et

noyaux, la répulsion électronique et la répulsion nucléaire.

Dans un premier temps, nous présenterons brievement les méthodes indépendantes du temps
telles Hartree-Fock (HF), la théorie des perturbations de Moller Plesset (MP) et la théorie de
la fonctionnelle de la densité (Density Functional Theory, DFT). Bien que tres connus, nous
rappellerons les fondements de HF afin de les comparer aux modifications qu’il a été nécessaire
d’introduire dans le formalisme LSCF (Local Self-Consistent Field) développé a Nancy [2,4,5,12].

Dans le second chapitre, nous développerons de maniere plus détaillée les méthodes qui
permettent d’évaluer I’énergie de transition électronique. En commencant par les approches CIS
ou CASSCF, nous présenterons de maniere plus détaillée les équations Hartree-Fock dépendantes
du temps (TD-HF) et celles issues de la théorie de la fonctionnelle de la densité dépendante du
temps (TD-DFT) que nous avons employée. Les principes de base des approches développées pour
prendre en compte la réponse électronique de milieu solvaté seront présentés afin de considérer

ensuite toute la problématique du milieu protéique.



Chapitre 1

Les méthodes ab initio indépendantes

du temps

1.1 La méthode Hartree Fock

"APRES lapproximation de Born-Oppenheimer, reposant sur la différence de masse d’un
D électron et d’un noyau, le Hamiltonien polyélectronique de I'Eq. (0.3) peut étre simplifié :
le second terme peut étre négligé et le dernier terme décrivant la répulsion entre noyaux considéré
comme constant pour une géométrie donnée'. Dans I’équation fondamentale de la théorie de
Hartree-Fock (HF), chaque électron ressent I'ensemble des autres électrons comme un champ
moyen. Le Hamiltonien polyélectronique de I’équation de Schrodinger devient par conséquent un

jeu de Hamiltoniens monoélectroniques (h;),

Ve, noyaux 7 N/2
hi = ——- — + ) (2;(r) = K (ry)) (1.1)
J

2 a T A
Les deux termes monoélectroniques comprenant l'énergie cinétique et l'interaction électrons-
noyaux sont souvent repris dans un terme général nommé, le Hamiltonien de cceur h$. Les deux
derniers termes de I'Eq. (1.1) sont des termes biélectroniques qui expriment le potentiel ou

champ moyen que subit un électron de la part de ses congéneres. Cette équation tient compte de

'La masse d'un électron étant 1836 fois plus légere que la masse d'un noyau, les électrons se déplaceront
nettement plus vite que les noyaux. Une bonne approximation est de considérer les électrons d’une molécule

comme se déplagant dans un champ de noyaux fixes.
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la répulsion coulombienne électronique (.J;) et du principe de Pauli (K, appelé terme d’échange).

Ji(1)ei(1) Z/M@(l)df (1.2)
K000 = [ 22 g 00 (13)

Seules les interactions répulsives et d’échange « moyennes » entre la particule et le champ de
ses congéneres sont considérées. Ainsi, la probabilité de trouver simultanément deux électrons
de spins opposés au méme endroit de ’espace est non nulle ; cette erreur dite de corrélation peut
étre minimisée par différentes stratégies donnant lieu aux méthodes post Hartree-Fock et celles

s’appuyant sur la théorie de la fonctionnelle de la densité (Density Functional Theory, DET).

L’énergie du systeme est donnée par la relation :

Ey = (¥ |Ho| ¥o) (1.4)
(Wo) = —[P1¢2yfa .. .) (1.5)

ol, suite a 'approximation orbitale, la fonction d’onde multiélectronique du systeme est repré-
sentée comme le produit de fonctions d’onde monoélectroniques ;. Par le biais du Fockien, il
suffit de résoudre le systeme linéaire suivant wvia les équations de Roothaan pour déterminer

I’énergie propre :
hipi = e (1.6)

Dans la suite, nous ne considérerons qu’'un systeme a couches fermées et nous utiliserons, par
conséquent, le formalisme restreint ou RHF (Restricted Hartree-Fock), pour lequel deux électrons
de spin différents d’'une méme orbitale moléculaire (OM) possedent une partie d’espace identique
2.

Conformément a l'approximation LCAO (Linear Combination of Atomic Orbitals), nous

allons introduire une base de K orbitales atomiques (OA), définie comme {¢.}, .

N
wi = Zc,ui¢u (17)
w

2Dans le cas de systémes & couches ouvertes, le formalisme UHF (Unrestricted Hartree-Fock) peut étre utilisé.
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Sur cette base d’OA, I’élément uv de la matrice de Fock F' s’exprime :

Fu = [ 6,0k, (1),
- [smrman drl&f [ a2 - K1) 600

N/2
=H;, + Z 2 (uv)aa) — (palav)

En insérant I'approximation de la combinaison linéaire, nous obtenons :

N/2

= H\ + > Z CraCoq [2 (1v|Ao) — (no|Av)]
. 1
= iyt 3P o) = 5 o)
Ao
=H,, +Gu
avec les intégrales biélectroniques :

(o) = [ [ 6100,1)6326n 2)drdr,
(o) = [ [ 6106,(0) 6310 2)dradry

(1.8)

(1.9)

(1.10)

(1.11)

(1.12)

(1.13)

(1.14)
(1.15)

(1.16)

L’élément pv de la matrice densité totale du systétme PT dans le formalisme RHF est défini

comime :

N

T *

P;w =2 E CuiCy
i

La condition de stationnarité de I’énergie par rapport aux coefficients {c,; h1<u<n,
1<i<N

Wy
(SC/”'

=0
conduit aux équations de Roothaan :

N N
E F/.Lllcl/i - E S,u,zlcm'gi
v v

ou sous forme matricielle,

F-C=S-C-E

(1.17)

(1.18)

(1.19)

(1.20)
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La matrice S représente la matrice de recouvrement telle que S, = f q§* 1)dr;. La matrice
C regroupe les coefficients des OA dans les OM tel que : (C),; = ¢,i. L'énergie électronique du

systeme s’écrit donc, sur la base des AOs :

E Z N + = Z P)\U 2o (121)

uVAJ

Les fonctions de base ne sont pas orthogonales entre elles (mais bien normales). Il est donc
nécessaire d’orthogonaliser les fonctions de base afin que la résolution des équations de Roothaan

devienne un probleme aux valeurs propres. On introduit alors une matrice d’orthogonalisation
de la base d’'OA X telle que :
XS . X =TI (1.22)

ou I est la matrice identité. Dans le formalisme SCF, la matrice d’orthogonalisation est souvent
celle de Lowdin : X = S~/2. En substituant C par XC’ et en multipliant par la gauche de I'Eq.
(1.20) par XT (matrice adjointe de la matrice X), cela meéne & un probléme standard aux valeurs
propres hermitiques :

F.C'=CE (1.23)

avec
FF=X.F.-X (1.24)

La résolution de I'Eq. (1.23) s’effectue par la diagonalisation de la matrice F’ dépendante
des coefficients recherchés C. La méthode de résolution auto-cohérente ou SCF (Self-Consistent

Field) est alors employée. Son algorithme est résumé ci-dessous :
1. Calcul des intégrales S, H;, et (uv|Ao)
2. Estimation de la matrice densité P.
3. Construction de la matrice de Fock F = H® + G.
4. Expression de F dans la base orthogonale : F' = X! . F - X (X = S~1/2).
5. Diagonalisation de F’.
6. Transformation des MOs dans la base non-orthogonale : C = X - C'.
7. Calcul de la nouvelle matrice densité P et calcul de I'énergie £ = +Tr [P (H® + F)].

8. Test de convergence sur E et/ou P. Si non satisfait, retour a 3.
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1.2 La théorie des perturbations : Mgller-Plesset

NE premiere méthode post HF pour prendre en compte la corrélation électronique est la
U théorie des perturbations de Mgller Plesset. Elle est basée sur la théorie des perturbations
de Rayleigh-Schrodinger qui consiste a développer en série de Taylor I’énergie du systeme. L’opé-
rateur Hamiltonien du systeme H est décrit comme la somme d’un hamiltonien de référence H©

et d’'un opérateur de perturbation V.
H=H9 1V (1.25)

Dans la théorie des perturbations de Mgller-Plesset a 1'ordre n (MPn), 'opérateur hamiltonien

de référence est donné par la relation [22] :

H® = "h(i) (1.26)

ou N est le nombre de fonctions de base et h; est défini par I'Eq. (1.1). En se limitant a 'ordre

2 dans le développement (MP2), on aboutit a 'Eq. (1.27)

EMP2 = B + EP (1.27)
avec E) = EMF et E® la correction de I’énergie & l'ordre 2 qui est donnée par la relation
suivante :

E® = <\11<0>|V|\11<1>> (1.28)
ij>iab>a 0 4 taT b

Ainsi, I'énergie électronique totale MP2 est donnée par 1’énergie de HF et par la correction de
second ordre MP : EMP?2 = FHF L F() La solution de 1’équation MP & I'ordre un donne I’énergie
de Hartree-Fock. La premiere correction de perturbation au-dela du traitement Hartree-Fock qui

ne s’annule pas est le terme d’énergie de second ordre (par le théoreme de Brillouin).

1.3 La théorie de la fonctionnelle de la densité (DFT)

CETTE section reprend les principes de base de la théorie de la fonctionnelle de la densité
(DFT), méthode introduisant la corrélation via une fonctionnelle d’échange et de corréla-

tion. Comme son nom l'indique, la DFT est basée sur la densité des particules [p(r)], et non sur la
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fonction d’onde pour décrire I’état fondamental du systeme. Toutefois, le formalisme mis en place
in fine est proche de celui de Hartree-Fock. L’énergie totale peut étre divisée en trois parties,
I’énergie cinétique 7', I’attraction entre noyaux et électrons, V., et la répulsion électron-électron,
V.e. Similairement a la théorie de Hartree-Fock, la répulsion électron-électron est séparée en deux
termes : le terme de Coulomb J[p(r)] et le terme d’échange K[p(r)]. L’énergie d’attraction entre

les électrons et le noyau peut étre exprimée en fonction de la densité électronique :

noyaux

Z /|r—r,4| (1.30)

et de la méme maniere, le terme de répulsion coulombienne devient :

V;ee // |I‘1 — r2| 1dI‘2 (131)

La DFT est construite sur les deux théoremes de Hohenberg et Kohn. Le premier stipule que
dans I'état fondamental, une relation directe entre la densité électronique et le potentiel nucléaire
est établie, ainsi qu’entre I'opérateur Hamiltonien et I’énergie. Le second prédit la densité d’un
systeme. Dans celui-ci, Hohenberg et Kohn montrent que la densité obéit au principe variation-
nel : E[p' (r)] > E [po (r)], avec pg (r) la densité exacte de 'état fondamental et p'(r) une densité

d’essai a laquelle correspond un potentiel V. ., une seule fonction d’onde ¢’ et un Hamiltonien

ext)
H'. Ces deux théoremes indiquent qu’a partir de la densité, nous pouvons déterminer le Hamilto-
nien, la fonction d’onde et donc I’énergie ; mais aucune suggestion n’est faite quant a l'utilisation
de la densité pour déterminer I’énergie et ce, sans avoir recours a la fonction d’onde.

Une premiere approche solutionnant ces limites est apparue en 1965 avec le modele de Kohn et
Sham. Par analogie a la théorie HF | les électrons sont traités comme des particules indépendantes
se mouvant dans le champ moyen créé par les autres électrons ; cependant, cette fois la corrélation
électronique est incluse a 1’aide d’une fonctionnelle d’échange-corrélation. La DFT est donc une

théorie exacte; et qui le reste a condition que la fonctionnelle d’échange-corrélation soit aussi

définie de maniere exacte. La fonctionnelle de Hohenberg-Kohn est alors introduite :

Fug [p (v)] = T [p (0)] + T [p (v)] + Exe [p (r)] (1.32)

Ty est I'énergie cinétique d'un systeme sans interaction, J[p (r)] est le terme habituel de répulsion
électronique. F,. évalue la différence entre la répulsion électrostatique classique et « quantique »,

mais aussi la différence d’énergie cinétique entre un systeme fictif sans interaction et un systeme
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réel.

Eylp(r)] = AT [p(r)] + AJ [p(r)] (1.33)

Notons qu’en pratique, la plupart des fonctionnelles modernes ne calculent pas explicitement
cette correction cinétique. En effet, beaucoup incluent des parametres empiriques et introduisent
une correction de I'énergie cinétique basée sur des résultats expérimentaux. En considérant la
fonctionnelle de Hohenberg et Kohn, I’équation de I’énergie totale électronique peut étre exprimée

comme suit :
Elp(m) = [ p6)Viulr)dr + Fine [p (5] (1.34)

Cette équation justifie le second théoréeme de Hohenberg-Kohn qui stipule que la densité obéit
au théoreme des variations. Kohn et Sham considerent un systeme fictif de particules sans inter-
action, supposant ainsi que ce systeme a la méme densité et la méme énergie que le systeme réel.
Pour s’en assurer, les particules se meuvent dans un potentiel externe veg [p (r)], sans toutefois

interagir. Des lors, 'expression de I’énergie est simplifiée :

Elp() = T.lp )] + [ var o ()] plr) (135

Cette derniere équation définit le potentiel effectif qui est tiré de la dérivée de la fonctionnelle

de Hohenberg-Kohn. Le potentiel effectif est défini par :

%MMﬁzuum+/§§%w+m (1.36)
_ OEx[p(r)]
Vie = —ap(r> (1.37)

ou Vi, est le potentiel d’échange-corrélation associé a ’énergie F,., exprimée comme :

Bulp(®)) = [ plrje o) d (1.38)

Dans 'approche originelle de Kohn et Sham, I’énergie d’échange-corrélation par électron ou par
particule (éx) est fonction de la densité dans un gaz uniforme d’électron. Elle est définie comme

la somme des contributions d’échange et de corrélation : €. = €, + €.

1.3.1 Les différents types de fonctionnelles d’échange-corrélation

Jusqu’ici, nous avons présenté le principe de la DFT, méthode exacte. En pratique, on ap-
proche I'énergie d’échange-corrélation par différentes fonctionnelles que nous allons expliciter

brievement dans cette section.
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1.3.1.A L’approximation de la densité locale

La méthode de la LDA (Local Density Approximation) fait partie de la premiére « généra-
tion » de fonctionnelles. Cette méthode est basée sur 1'utilisation du modele du gaz uniforme
d’électrons ou la densité électronique est constante dans tout ’espace. Elle postule qu’en chaque
point r d’une distribution électronique inhomogene ou la densité est p(r), les valeurs de FEy et
de e [p(r)] se comportent identiquement au gaz uniforme d’électrons. Des lors, la densité élec-
tronique au voisinage de r est remplacée par une densité électronique constante qui a la méme
valeur qu’en r. Cependant, cette densité électronique est différente en tout point de l'espace.

L’énergie d’échange est donnée par la formule de Dirac. Par particule, elle vaut :

LDA _ 33 v 1/3 (o) 1/3
) =5 (2) 0 = - (139)
La méthode X, de Slater peut étre considérée comme une méthode LDA ou ’énergie de corré-
lation a été négligée et ou I'énergie d’échange est ajustée par un parametre a ( a = % (LDA), 1
(Slater) ou 2 (Géspér)). La LDA se justifie pour deux cas limites : lorsque la densité électronique
varie lentement ou lorsque la densité est tres élevée. Les résultats du test G2 (calcul d’énergies
d’atomisation de 50 petites molécules comportant des éléments de la seconde et de la troisieme
période du tableau de Mendeleiev) donnent un écart moyen de +36 kcal.mol™! par rapport aux
données expérimentales [23]. Les énergies de liaison calculées par la méthode de la LDA sont trop
importantes mais cet écart représente une grande amélioration par rapport aux résultats HF,
entachés eux d’une erreur de -78 kcal.mol™' ! Avec la LDA, les molécules sont modélisées par un
nuage d’électrons uniforme, ce qui conduit en pratique a une surestimation de la délocalisation.

Remarquons que si I'on tient compte de la polarisation de spin, la LDA devient LSDA pour
Local Spin Density Approximation. Les fonctionnelles de Slater, de la méthode du X, et celle
décrite par Vosko, Wilk et Nusair (VWN(5)) [24] sont des exemples de fonctionnelles LDA ou
LSDA (voir Annexe A.1).

1.3.1.B L’approximation du gradient généralisé

Dans un systeme moléculaire, la densité électronique n’est pas spatialement uniforme, ce
qui limite évidemment 'usage de la LDA/LSDA. Une facon de corriger cet effet est de rendre
les fonctionnelles d’échange et de corrélation dépendantes du gradient de la densité locale : on

obtient des fonctionnelles de seconde « génération » GGA (Generalized Gradient Approzimation)
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qui refletent une certaine anisotropie de I'’enveloppe de Slater. La plupart de ces fonctionnelles

GGA sont construites en ajoutant un terme correctif a la fonctionnelle LDA :

S = P+ e | ) (1.40)

Les corrections les plus répandues sont celles de A. D. Becke en 1988 [25] pour I’échange et celles
de J. P. Perdew [26,27] ou de Lee-Yang-Parr [28] pour la corrélation. A titre d’illustration, nous
donnons quelques expressions pour chacune de ces corrections en Annexe A.2.

Dans la pratique, les fonctionnelles GGA donnent de meilleurs résultats que les fonctionnelles
LDA mais ne conduisent pas a une description précise de toutes les propriétés des molécules.
C’est notamment le cas des spectres UV /visible pour lesquels les énergies de transition électro-
nique restent sous-estimées. Il existe également des fonctionnelles meta-GGA, ou la fonctionnelle
d’échange-corrélation dépend, en plus de la densité et de son gradient, de la dérivée seconde de la
densité électronique (notamment). Des exemples de ce type de meta-GGA sont celles élaborées
par van Voohris et Scuseria : la fonctionnelle VSXC [29], celle de Handy [30] et de TPSS [31].
Cette derniere fonctionnelle donne de tres bons résultats pour décrire la liaison hydrogene mais

ne décrit pas correctement les angles de torsion des molécules présentant des systemes 7 conju-

gués [32].

1.3.1.C La connexion adiabatique et les fonctionnelles hybrides

Depuis les années 90, une nouvelle approche est apparue, fournissant des énergies, des struc-
tures et des propriétés moléculaires en meilleur accord avec 'expérience que les LDA et les
GGA. Cette approche combine les traitements Hartree-Fock et ceux de la DFT sur les effets
d’échange (et de corrélation) aux travers des fonctionnelles hybrides. La connexion adiabatique
est un changement qui convertit un systeme de référence « sans interaction » en un systeme avec
interactions. On peut montrer que 1’énergie d’échange et de corrélation peut étre déterminée

By = / WO VW) dA (1.41)

ol A décrit I'ampleur de l'interaction électronique, la force de couplage électronique qui varie
entre deux cas limites. Lorsque A = 0, I’équation correspond a la valeur de 1’énergie d’échange
HF du systeme sans aucune interaction entre les électrons mais, calculée avec les orbitales de

Kohn-Sham (c’est ce que I'on nomme souvent 1’échange « exact »). Il n’y a pas, par conséquent,
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d’énergie de corrélation. Pour A = 1, nous avons un systeme réel en interaction complete. La
totalité de 1’échange-corrélation est décrite par une fonctionnelle DFT. L’intégration revient a
introduire une part de I’échange exact dans la fonctionnelle de 1’énergie afin de remédier au
défaut de la correction GGA du modele du gaz uniforme d’électrons.

L’intégration entre les deux systemes limites se passe a densité constante et a configuration
électronique fixe, ce qui est a l'origine du terme « connexion adiabatique ». L'Eq. (1.41) est le
fondement des fonctionnelles dites hybrides de type ACMi (Adiabatic Connexion Model) avec i
le nombre de parametres empiriques introduits. Les hybrides ACM1 utilisent un seul parametre
pour corriger la GGA.

EACMY — (1 — \;) EPFT — \, 1Y 4 gPFT (1.42)

Le parametre \; est souvent semi-empirique : il est ajusté par les auteurs des différentes hy-
brides pour que ces dernieres s’accordent au mieux avec I’expérience. On citera comme exemple
B1PW91, BILYP, PBEO [33,34], ...Dans la derniére, le pourcentage d’échange exact (HF) est
de 25% et ce parametre de mélange entre les parties DFT et HF est fixé uniquement par des
considérations théoriques : on parle d”’ACMO.

Pour les hybrides ACMS3, les corrections GGA sur I’échange et sur la corrélation de fonctionnelles
LDA apparaissent clairement. Ainsi pour déterminer la valeur de 1’énergie d’échange-corrélation,
on ajoute une correction GGA (A et A3) aux énergies d’échange et de corrélation LDA et un
certain pourcentage d’énergie d’échange exacte (A1), les parametres empiriques, \;, étant choisis

pour optimiser la méthode :
B = EPY + 1 (BXF — EXPA) + MAEZ + \AESSA (1.44)

Becke, en 1993, [35] a été le premier a inclure trois parametres et a définir une fonctionnelle
du type ACM3. 11 a utilisé sa fonctionnelle GGA de 1988, Eq. (A.2) en annexe, pour la partie
d’échange et la fonctionnelle de Perdew-Wang [27] pour la partie de corrélation. Les valeurs
de A1, Ao et A3 valent respectivement 0.20, 0.72 et 0.81. Ces parametres sont tirés de résultats
expérimentaux (chaleur d’atomisation, électroaffinité, potentiel d’ionisation,. .. ) et optimisés par
la méthode des moindres carrés. La fonctionnelle la plus utilisée actuellement est une autre ACM3

nommée B3LYP ou la fonctionnelle de Perdew-Wang, introduite dans ’ACM3 de Becke en 1993,
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est remplacée par la fonctionnelle de Lee-Yang-Parr (Annexe A.4) pour la partie de corrélation.
Généralement, le parametre essentiel reste celui qui indique le pourcentage d’échange exact HF

dans la fonctionnelle, c¢’est-a-dire ;.

Récemment, une nouvelle sous-classe de fonctionnelles hybrides a été développée par différents
groupes ; elles sont dites & portées séparées (Range-Separated Hybrids, RSH) [36]. En effet, dans
certains cas spécifiques (transfert de charges) les hybrides conventionnelles ne parviennent pas
a traiter correctement les propriétés moléculaires. Cette nouvelle série d’hybrides inclut ainsi
un pourcentage d’échange exact qui n’est plus constant sur la distance inter-électronique. Pour
cela, 'opérateur de répulsion électronique, %, a été scindé en deux parties a ’aide de la fonction
erreur [37-39),

1 1-ef (uria) N erf (ur2) (1.45)

12 12 T12

ol u est un parametre d’atténuation. Une généralisation de I'Eq. (1.45) a été proposée par Yanai,

Tew et Handy [40,41], qui ont introduit deux nouveaux parametres : a et b.

11— [a + berf (uri2)] Lo + berf (uri2) (1.46)

12 T12 T12

La Figure (1.1) décrit plus explicitement les différences entre les fonctionnelles hybrides tradi-
tionnelles et les hybrides a longue portée. Lorsque les parametres de 'Eq. (1.46) sont a = 0.19,
b= 0.46 et p = 0.33, cette équation est celle décrivant la fonctionnelle CAM-B3LYP (Coulomb
attenuatted Model-B3LYP). A courte distance, 'échange exact est décrit de la méme manidre
que dans B3LYP ; par contre, a longue distance, le comportement asymptotique n’est pas res-
pecté [40-42]. Hirao et ses collaborateurs ont proposé LC-PBE [43] qui peut s’appliquer a toutes
les fonctionnelles hybrides pures (combinaisons de GGA pour I’échange et la corrélation 1 :1).
Elle est caractérisée par un p de 0.33. La fonctionnelle LC-wPBE de Vydrov et Scuseria repose
sur un parametre d’atténuation plus important (4 = 0.40) [44]. Ces deux dernieres hybrides a
longue portée reproduisent correctement le comportement asymptotique pour 15 — 0o. De nom-
breux papiers ont été publiés récemment pour tester ces nouvelles fonctionnelles, nous invitons

le lecteur a les consulter [45-51].

1.3.2 La prise en compte des effets de dispersion

Les forces intermoléculaires, souvent nommeées forces de van der Waals, correspondent a des

interactions entre molécules a courtes distances (d’environ 3 & 8 A) qui ne modifient pas la nature
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Figure 1.1: Comparaison des fonctionnelles hybrides conventionnelles et des hybrides modifiées a longue

portée.

des molécules, mais qui produisent une force totale d’attraction intermoléculaire responsable

d’une stabilité non-négligable.

Les forces de London ou effet de dispersion sont des forces faibles intermoléculaires créées par
des dipoles instantanés : le dipole instantané d’une molécule A induit un dipole instantané sur une
molécule B et interagit avec lui. Ces forces représentent en général la plus importante composante
des forces de Van der Waals (entre 0.5 et 40 kcal.mole™!). Elles apparaissent lorsque la densité
électronique d’une molécule n’est pas équitablement répartie autour de celle-ci, ce qui crée ainsi
un léger moment dipolaire. Ces moments dipolaires instantanés varient tres rapidement au cours
du temps. Ainsi a chaque distribution inhomogene se crée un moment dipolaire instantané qui
peut interagir avec les moments dipolaires qu’il induit sur les molécules voisines et une force,

dite de London, s’exerce alors entre les molécules.

Les forces de Keesom resultent quant a elle d’'une interaction intermoléculaire entre dipoles
permanents. Et, enfin lorsqu’une molécule A possede un dipole permanent, elle peut induire un

dipole instantané sur une molécule B, cette interaction est due aux forces de Debye.

Les forces de London, étant la contribution majoritaire dans les forces de vdW, jouent un
role important au niveau atomique (repliement de protéines, empilement des bases de 'ADN,

reconnaissance moléculaire, ...) dans les systemes biologiques (ADN, protéine) mais aussi dans
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des systemes chimiques via des interactions m — 7w, T-shape, ... Théoriquement, les contributions
électrostatiques et d’echange peuvent étre décrites, comme nous ’avons vu, a ’aide d’un champ
moyen (HF) tandis que la dispersion est un effet purement lié a la corrélation électronique
entre deux molécules. Dans les méthodes dites de fonction d’onde, la dispersion est prise en
compte par le CI (Interaction de configuration) via les di-excitations (Théoreme de Nesbet). Des
méthodes comme MP2 peuvent décrire cette dispersion mais elles surestiment systématiquement
les énergies d’interactions et sous-estiment les distances entre molécules de systemes m—m. Quant
a la DFT, elle échoue completement pour décrire correctement les interactions dispersives de
dimeres [52-54].

Récemment, la dispersion a été introduite dans la DFT par Grimme [55] et Head-Gordon
dans MP2 [56,57] en corrigeant I’énergie totale. Ces approches traitent la dispersion a l'aide
d’une correction empirique de I'énergie en C¥ Ri_jG oll R;; est la distance interatomique et C§

sont les coefficients de dispersion. L’énergie totale en DFT, par exemple, devient :
Eprr—p = Eprr + Egisp (1.47)

ou I'énergie de dispersion est définie empiriquement par la loi :

N—-1 N Cij
Eyp=—S6>_ > R—g F(Ry;) (1.48)
i =ikl
1
" (Ry) = (1.49)

1 + e_D(Rz‘j/RO_l)

ol Sg et D sont deux parametres optimisés respectivement en accord avec la fonctionnelle utilisée
et avec la fonction d’atténuation (f**(R;;)). Cette derniere est nécessaire pour empécher la
divergence a courte distance. N représente le nombre d’atomes, R est la somme des rayons
atomiques de vdW des atomes i et j. Les coefficients C’éj sont obtenus en faisant la moyenne
des valeurs atomiques. Les géométries et énergies obtenues avec la DFT-D sont en excellent
accord avec les méthodes post-HF incluant la dispersion. De nombreuses publications sont parues
sur ce sujet [58-63], notamment sur les interactions entre paires de bases de ’ADN, dimeéres

polyaromatiques, ....






Chapitre 2

Evaluation des transitions électroniques

2.1 Les méthodes post Hartree-Fock

NOUS présentons ici brievement quelques méthodes qui sont parfois utilisées dans la littéra-

ture pour évaluer les spectres d’absorption [64].

2.1.1 Interaction de configuration

Les équations d’interaction de configuration (CI) sont basées sur les équations de HF comme
point de départ. La fonction d’onde électronique CI est construite a partir d’'une combinaison
linéaire de fonctions d’onde (exprimées comme des déterminants de Slater) de I’état fondamental
(EF) et des états « excités » (EE) obtenus en déplacant un ou plusieurs électron(s) des orbitales
occupées (i, 7, k, . ..) de I'état fondamental aux orbitales virtuelles (a, b, ¢, .. .). Les coefficients de
la combinaison linéaire de fonctions d’onde sont optimisés suivant le principe variationnel. Dans
un calcul CI, chaque configuration est donc exprimée avec les orbitales moléculaires décrivant
I’EF, qui sont elles-méme une combinaison linéaire de fonctions de base atomiques. Le nombre
d’intégrales a calculer est donc extrémement important. Lors d'un calcul full-CI, la fonction
d’onde comprendra toutes les permutations entre les N électrons et toutes les orbitales virtuelles.
C’est le traitement le plus complet mais, aussi le plus cotiteux en terme de temps de calcul.
Habituellement, il n’est pas nécessaire de prendre en compte toutes les orbitales. Les orbitales
de coeur peuvent étre négligées (Frozen Core Approzimation). Les transitions mono- (et di-)

électroniques étant les plus fréquentes, elles suffisent souvent a déterminer le spectre électronique,



26

Evaluation des transitions électroniques

on parlera de CIS(D).
Nous allons dériver I’énergie CIS, nous verrons par la suite que le CIS est un cas particulier

des méthodes dépendantes du temps. La fonction d’onde CIS se développe comme suit
\IICIS(I‘) = \I/() + Z C?\IJ?(I') (21)

En substituant cette fonction d’onde dans ’équation indépendante du temps de Schrodinger (Eq.
(0.2) et en multipliant & gauche par (\II§’| on obtient la projection sur I'espace des déterminants

mono-excités

(WO |H| W) ¢t = Eois Y ¢650a (2.2)

avec

<\If§qufg> = (Eo + €4 — €) 8i;0a + (ial|jb) (2.3)

Le dernier terme représente les termes biélectroniques constitués du terme de Coulomb et du
terme d’échange. On obtient une équation qui détermine les énergies de mono-excitations élec-

troniques (wcrs) avec wers = Fers — Fo -

> (€0 — €) 8ij0a + (ia]|jb)] ¢ = wers Y €600 (2.4)

ia ia

Cette derniere équation est souvent écrite sous forme matricielle :
AX =wX (2.5)

ou la matrice A représente le Hamiltonien dans I’espace des déterminants mono-excités, w est la
matrice diagonale définissant les énergies de mono-excitations et X est la matrice des coefficients
d’expansion CIS. Il suffit donc de résoudre I'équation séculaire suivante pour définir les énergies
d’excitations et les vecteurs propres correspondant aux coefficients de I'expansion (Eq. 2.1), en
diagonalisant la matrice A :

(A-—w)X=0 (2.6)

D’un point de vue pratique, la résolution de cette équation se fait avec I’algorithme de Davidson
[65] qui permet d’obtenir itérativement un petit nombre de vecteurs et de valeurs propres d’états
excités. En général, les énergies d’excitations CIS sont surestimées de 0.5 a 2.0 eV par rapport
aux valeurs expérimentales [66-68|. Cela est dii au fait qu’on ne considere que les déterminants

mono-excités dérivés de I'état fondamental HF. Le CISD, lui, permet de prendre en compte une
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grande partie de la corrélation dynamique. Cependant, comme le CIS, elle n’est ni size extensive
ni size consistent. Une méthode est size-consistent si I’énergie de deux systemes sans interaction
(Ea + Ep) est égale a I'énergie du complexe des deux systemes (Ea_p). Le concept de size-
extensivity illustre le fait que I’énergie d’'un systeme doit croitre linéairement avec le nombre
d’atomes (électrons) qui le compose.

L’approche CIS n’obéit pas a la loi de la somme des dipoles de Thomas-Reiche-Kuhn [69—
71], selon laquelle la somme des moments de transitions dipolaires doit étre égale au nombre

d’électrons du systeme. Les moments de transition dipolaire sont simplement qualitatifs.

2.1.2 Les méthodes de champ auto-cohérent multi-configurationnel

La méthode CI classique est justifiée lorsque la configuration de référence est largement prédo-
minante (systémes monoconfigurationnels). Mais lorsque énergie des OM vacantes se rapproche
de celle des OM occupées, le systeme devient de moins en moins monoconfigurationnel. Il est
donc préférable d’effectuer un calcul SCF optimisant ’énergie d’une combinaison de plusieurs
déterminants, impliquant donc plusieurs configurations de référence comme c’est le cas dans
I'approche du champ auto-cohérent multi-configurationnel (Multi-Configuration Self-Consistent
Field, MCSCF). Le principe du MCSCF est basé sur le méme principe que le CI [72,73]. En
effet, les coefficients des déterminants de Slater sont optimisés par le principe variationnel. Cette
fois, par contre, les coefficients des OM (et donc leur forme) utilisés sont aussi construits de
maniere a étre optimum. Cela a 'avantage de décrire plus correctement les orbitales virtuelles
et donc les fonctions d’onde « excitées ». La fonction d’onde MCSCF est souvent utilisée dans
des méthodes multi-références comme le MRCI (Mutli- Reference Configuration Interaction [74]
et le CASSCF (Complete Active Space Self-Consistent Field) [75].

En particulier, la méthode CASSCF permet d’obtenir une excellente description des états
excités. Malheureusement, cette méthode requiert un temps de calcul excessif. En effet, les n
OM et les m électrons d’un systeme (Complete Active Space CAS(n,m)) décrivent 'espace actif ;
toutes les combinaisons possibles seront donc considérées pour toutes les configurations. Des
que le nombre total d’électrons et toutes les OM sont considérés, le calcul devient rapidement
intraitable. Des méthodes ont donc été proposées pour diminuer le nombre de configurations tels
le GVB (Generalized Valence Bond) [76] ou le RAS (Restricted Active Space) [77].

Notons que la généralisation de la théorie de la perturbation MPn a la théorie multi-configura-
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tionnelle induit une fonction d’onde de type CASSCF de I’état fondamental et des premiers états
excités utilisés comme déterminants de référence dans la théorie des perturbations du second
ordre (CASPT2, Complete Active Space Perturbation Theory 2). Le CASPT2 est fortement
utilisé par le groupe d’Olivucci notamment pour décrire des surfaces d’énergie potentielle et des
énergies de transitions de la Rhodopsine [78-85] ou de chromophores de protéines fluorescentes
[86-89]. Ils utilisent le formalisme QM/MM (Link Atom) implanté dans MOLCAS [90] par N.
Ferré afin de réaliser du CASPT2//CASSCF/Amber.

2.2 Les méthodes dépendantes du temps

FIN d’évaluer les énergies de transition verticale, I’équation dépendante du temps de Schro-
A dinger a également été développée. Nous avons déja vu les équations du formalisme CIS,
nous allons maintenant dériver celles de I’'approche TD-HF et ensuite, les équations de la TD-
DFT. Cette derniere méthode est fortement employée actuellement de par sa grande efficacité
tant du point de vue du temps de calcul que de sa précision. Elle est aujourd’hui devenue une
référence pour le calcul de spectres d’absorption de molécules organiques telles que des colo-
rants [45,91-97], des interrupteurs moléculaires [98-103] que ce soit en phase gazeuse ou en
phase condensée [61,104-107]. Les méthodes QM /MM étendent son champ d’action a des sys-
témes protéiniques contenant des chromophores [96,108-111]. Nous avons employé la TD-DFT
pour évaluer les spectres d’absorption des chromophores du complexe squaraine-tétralactame

(section 5.2) [112] et des protéines fluorescentes (section 5.3) [113,114].

2.2.1 Hartree-Fock dépendant du temps (TD-HF)

Les équations dépendantes du temps HF (TD-HF) ont été écrites pour la premiere fois par
Dirac dans les années 1930. Pour dériver ces équations, ’équation de Schrodinger dépendante

du temps est donc le point de départ :

H(r,t)¥(r,t) = i%lll(r, t) (2.7)

ou H(r,t) est le Hamiltonien dépendant du temps : T'(r,t) + V(r,t). Le potentiel extérieur est

une perturbation qui peut-étre due a un champ électrique extérieur :
N

V(rt) =Y wlrt) (2.8)

i
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La fonction d’onde ¥(r,t) peut étre écrite comme un mono-déterminant de Slater de la forme :

U(r,t) = 1y (r, 1) (r, 1) ... (r, 1) (2.9)

Le Fockien devient aussi dépendant du temps (F'(r,t)) et comprend le potentiel & une particule

dépendant du temps (V(r,t)) :

T(r) +2J(r,t) — K(r,t) + V(r,t)] ¢(r,t) = i—(r,t) (2.10)

F(r,t)(r,t) = i—(r,t) (2.11)

Les opérateurs de Coulomb et d’échange restent analogues mais avec une dépendance au temps,
de méme pour les fonctions atomiques ¢ (r,t). Les équations TD-HF peuvent étre exprimées
dans M fonctions de base atomique ¢;(r) :

M

Up(r, 1) =D ()5 (x) (2.12)

J

L’équation de HF dépendante du temps devient matriciellement,

)
F-C=iz(S-C) (2.13)

En multipliant & droite par la matrice adjointe des coefficients C' et en considérant que les

fonctions de base atomique sont orthogonales entre-elles (S;; = d;;), on obtient :
0
Z = 25 Py (2.14)

avec la matrice densité P, qui est directement liée a la densité électronique du systeme :

Py =) cp(t)ci(t) (2.15)
)= Pputy(r)di(r) (2.16)

En soustrayant I'adjointe de 'Eq. (2.14) de 'Eq. (2.14), lexpression de Dirac dépendante du

temps est obtenue :

.0
Z [FpgPyr — PpgFyr] = ZEPPT (2.17)

q

En utilisant ce formalisme de la matrice densité, on peut montrer que les énergies d’excitation

sont obtenues a partir de la réponse linéaire dépendante du temps de la fonction d’onde de
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I’état fondamental indépendant du temps sur laquelle est appliquée une perturbation extérieure
(dépendante du temps). Au temps t=0, le systéme est dans un état stationnaire défini par le
déterminant de Slater, W;—y qui obéit a I’équation HF indépendante du temps. Le systeme est
supposé étre dans son état fondamental, ’'Eq. (2.17) devient :

0 0 0 0
S [FOPY — POFY] =0 (2.18)

q

r

Z Pp(g)Pq(S) = PISO) condition d'idempotence (2.19)
q

F,Sg) et Pég) correspondent respectivement aux éléments de la matrice de Fock et ceux de la
matrice densité de 1’état fondamental non-perturbé. Les éléments du Fockien indépendant du
temps sont :

N/2

rZ:i T Z 2.J;(r;) — K;(r;) | ¢(r)dr® (2.20)

noyaux

w5
A

Dans la base des orbitales orthonormales non-perturbées de 1’état fondamental, ces matrices

sont :
FY = 6,4€, (2.21)
avec
PY =g, (2.22)
Py =P =Py =0 (2.23)
Les indices 4,5, k ...indiquent les orbitales occupées et les indices a, b, ¢, ...les orbitales vir-

tuelles. Si une perturbation tres faible (0t) est appliquée et agit sur la fonction d’onde de 1'état
fondamental, les orbitales répondront a cette perturbation et les équations TD-HF sont obtenues
via I'approximation de la réponse linéaire (réponse au premier ordre) des orbitales et de 1'opé-
rateur de Fock. Dans ce formalisme de la matrice densité, la fonction d’onde ou, dans ce cas, la
matrice densité peut étre écrite comme étant la somme de 1’état fondamental non-perturbé et

de sa modification dépendante du temps au premier ordre,
Ppy = Pp(t[z]) + Pzgql) (2.24)

de méme pour le Fockien :

Fp = Fyy + F) (2.25)
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En substituant les Eqs (2.24) et (2.25) dans 1'équation de Dirac (2.17) et en rassemblant tous

les termes du premier ordre, I’équation suivante est obtenue :

Z [F( )_p(l) pL RO 4 pO)pO) _ ngg)pq(q})} — Qigp(l) (2.26)

Pq pq — gqr pq — gqr at pr
q

Une perturbation due a I'application d'un champ électrique dépendant du temps comporte
deux termes. La premiere contribution correspond au champ électrique lui-méme, qui peut étre

écrit apres une transformée de Fourier comme :
1 —iwt *  +iwt
5 (e ™ + fe™] (2.27)

ou les éléments de la matrice f,, sont les opérateurs monoélectroniques décrivant la perturbation
appliquée. Les termes biélectroniques de I’équation de HF seront modifiés suite a la variation de

la matrice densité tel que

Fpg=FY +FJ (2.28)
= Fp)) + gpq + AF). (2.29)
(2.30)

Ou, la modification du Fockien de 1'état fondamental due aux variations de la matrice densité

est aussi exprimée uniquement au premier ordre :
0) _ OF, pq (1)
AVIRIES —F, (2.31)

La seconde contribution du champ électrique intervient logiquement au niveau de la matrice

densité (suite a la perturbation du Fockien), celle-ci étant exprimée au premier ordre également

par :
Py =Py + Py (2.32)
1 . )
0 —iw * W
= P+ 5 [dpge ™" + diye™] (2.33)

ou dp, reprend les éléments de la perturbation des orbitales, donc de la densité. En insérant les

Egs. (2.27) - (2.32) dans I'Eq. (2.26) et en rassemblant les termes en e~™*  on obtient :

OFY
Z Fzgg)dqr_dquq( (qu"‘z pq dst) gr <fq'r+z a;t >] wd,,

' (2.34)
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Les termes en e™™! meénent au complexe conjugué de I'équation ci-dessus. La matrice d,, de
I'Eq. (2.34) est scindée en quatre blocs tels que les blocs d’orbitales occupées-occupées (d;;) et
virtuelles-virtuelles (d,,) sont nuls. Seules les contributions d’orbitales occupées-virtuelles (d;,) et
inversement (d,;) sont non-nulles et prises en compte dans le calculs des énergies d’excitations.
Le Fockien non-perturbé ainsi que les matrices densités étant diagonales, on obtient la paire

d’équations suivantes avec x,; = dy; et Yo = di, :

aFaz aFaz
faz+Z( *op, Y )

0F;, 0F;,
fza + Z (ap xb] ap yb]>] = WYai (236)

PY = way (2.35)

0
Féa)xm T F, i

F;(zO) Yai — yaz P ©)

A la limite de la fréquence-zéro (fi = fui = 0), en supposant que la transition électronique se
passe pour une perturbation infinitésimale et utilisant le fait que dans les orbitales canoniques
F,SS) =€, et Pi(io) = 1, on obtient une équation aux valeurs propres non-hermitiennes écrites sous

forme matricielle :

A B||X 1 0 |X
—w (2.37)
A* B |Y 0 —1| |Y

avec les éléments des matrices A et B :

Ao b = (€a — €) 6i50ap + (al|7b) (2.38)
Biajb = (ial|b) (2.39)

Une maniere de réécrire I’'Eq. (2.37) est la suivante :

OZ = W*7Z (2.40)
Q=(A-B)"*(A+B)(A-B)" (2.41)
Z=(A-B)Y*(X+Y) (2.42)

La différence (A — B) est un terme positif, ce qui permet de réduire les équations TD-HF
non-hermitiennes en équations hermitiennes de dimension moitié moindre. D’un point de vue
technique, 'Eq. (2.37) peut étre résolue par la procédure de Davidson [65], utilisée en CIS. Le

temps computationnel est cependant deux fois plus grand que celui en CIS.
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En comparant les deux formalismes, CIS et TD-HF, on remarque clairement que les Egs.
(2.5) sont contenues dans I'Eq (2.37) et cela, lorsque la matrice B = 0 : ¢’est 'approximation
de Tamm-Dancoff [115,116]. La méthode TD-HF n’a cependant pas été fortement utilisée, sans
doute car les énergies d’excitation obtenues sont souvent plus petites que celles obtenues en CIS
mais surestiment toujours les valeurs expérimentales. Par contre, contrairement a la méthode
CIS, TD-HF obéit a la loi de la somme de Thomas-Reiche-Kuhn des forces d’oscillateur [117],
ce qui améliore nettement la précision des moments de transition dipolaire. La polarisabilité
électrique (ay,,,), suite a I'application d’un champ électrique, est définie en terme de la réponse
du moment dipolaire moléculaire (p,,). Dans le cadre de calculs de transitions électroniques, seul

le premier ordre de la perturbation correspond a la modification du moment dipolaire.
fr, (1) = pir, + Z (W) E(W) + ... (2.43)
Tj
Ou le tenseur de la polarisabilité est souvent défini comme une moyenne :
(@) = 3 3 (@) (2.49)
alw) =< e, (W .
3 —~ KEA

=> _n_ (2.45)

2 2
w2 —w
n#0 "
ou f, est la force d’oscillateur qui est définie par I’expression suivante :

(F+ 5+ 177 (2.46)

wa [[(Wolz[T)[* + [(Loly|Wn)[* + [(To| 2| ¥r)|?] (2.47)

fn:

WINW|

et est un nombre sans dimension lié a I'intensité du pic d’absorption (voir chapitre 5).

2.2.2 Théorie de la fonctionnelle de la densité (TD-DFT)

La théorie de la fonctionnelle de la densité dépendante du temps (TD-DFT) est une approche
qui décrit les excitations électroniques. Similairement au premier théoreme de Hohenberg et
Kohn de la DFT, le théoreme de Runge-Gross [118] établit une relation directe entre la densité
électronique dépendante du temps et le potentiel dépendant du temps (v [p(r,t)]); des lors le

potentiel et la fonction d’onde seront dépendantes de la densité.

p(r,t) < v p(r,t)] + C(t) « U [p(r,t)] e® (2.48)
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Récemment van Leeuwen a généralisé le théoreme de Runge-Gross aux systemes moléculaires
[119]. De la méme maniere, les équations de Kohn-Sham dépendantes du temps devront étre
dérivées. En supposant qu’il existe un systeme de référence dépendant du temps sans interaction
avec un potentiel extérieur vy(r,t) dont la densité électronique ps(r,t) est égale a la densité

exacte du systeme réel avec interaction p(r, ).

p(r,t) = ps(r,t) = ZW(L t)* (2.49)

Si le potentiel extérieur existe, on peut déduire les équations de Kohn et Sham dépendantes du

temps. Les équations (1.35) et (1.36) deviennent

Elp(r).f] = T [p(r)] + / vet [p (£,8)] p(x, t)dr (2.50)
vett [ (1,8)] = Vie (1,8) + / %dr’ + gf%ﬁ,[ﬂ (2.51)

Il suffit ensuite de résoudre 1’équation de Schrédinger dépendante du temps,

0;(r,t)

[Ts + Ueff] wi(ra t) = ZT (252)

ce qui a été explicité précédemment via le formalisme de la matrice densité. L’équation de
la réponse linéaire TD-DFT est donc totalement similaire a celle pour la théorie TD-HF, Eq.
(2.37). Cependant, les éléments des matrices A et B prendront en compte le terme d’échange et

de corrélation (V) :

Aia,jb = (Ea — 6,‘) (51‘]‘5@1) + (Z(L|jb) + (Za|%c|jb> (253)
Bia,jo = (ialjb) + (ia|Vc|jb) (2.54)

Dans I’Eq. TD-HF (2.38), les intégrales biélectroniques correspondent uniquement & la réponse de
I’échange exact non-local, ce qui en TD-DFT est remplacé par la réponse du potentiel d’échange-
corrélation. L’approximation de Tamm-Dancoff (TDA) établie lors du passage du formalisme
TD-HF aux équations CIS (B=0) a aussi été étendue au formalisme TD-DFT. Les résultats
obtenus en TDA/TD-DFT sont treés similaires a ceux obtenus en TD-DFT, ce qui est da a la
présence de la fonctionnelle d’échange-corrélation. L’amplitude de Y et les éléments de la matrice
B sont, en fait, une mesure de la corrélation manquante dans ’état fondamental ; celle-ci devrait
donc étre plus petite dans le formalisme TD-DFT qu’en TD-HF. La résolution des équations

non hermitiennes TD-DFT se fait aussi par le passage a la matrice Z (cf. Eq. (2.40)). D’un point
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de vue du cout calculatoire, la TD-DFT est plus chere que la TD-HF. Ceci est da a I’évaluation
supplémentaire de la réponse de la fonctionnelle d’échange-corrélation.

De maniere générale, nous pouvons réécrire les Eqs (2.38) et (2.53) de la maniere suivante :

Aia,jb = (Ea — 62‘) 5,~j5ab + (’La|jb> — CHF (Z]|6Lb) + (1 — CHF) (Z(L|chlbj) (255)

Bz’a,jb = (Za|jb) — CHF (Z]|(lb) + (1 — CHF) (za\‘/;cc|bj) (256)

ou le facteur cyr est compris entre 1 et 0, avec les deux cas limites i) cyr = 1, formalisme TD-HF
et i) cgr = 0, celui de la TD-DFT.

L’utilisation de la TD-DFT est tres populaire pour calculer les énergies de transition des états
excités de valence, avec une erreur tres raisonnable comprise entre 0.1 et 0.5 eV. Cette erreur
est comparable aux méthodes hautement corrélées comme CASPT2 et EOM-CC (Equation of
Motion Coupled Cluster) lorsque beaucoup d’orbitales virtuelles sont incluses dans le calcul.
La TD-DFT est donc un outil puissant, alliant la précision et un temps de calcul acceptable
(comparé aux méthodes fortement corrélées). La précision de la TD-DFT vient de la différence
entre les énergies des orbitales (élément de la matrice A). Dans le formalisme de Kohn et Sham,
les énergies des orbitales virtuelles sont déterminées pour un systeme a N électrons et non a
(N+1) électrons comme c’est le cas en TD-HF. Tout comme en TD-HF, la TD-DFT respecte la
loi de Thomas-Reiche-Kuhn des forces d’oscillateur.

Par contre, la TD-DFT échoue de plusieurs électron-Volt pour l’évaluation des états de
Rydberg, des états de valence d'un systeme 7 étendu, des états de doubles excitations et lors de
transferts de charges importants. Les deux premiers soucis sont causés par le fait qu’a longue
portée, le comportement des fonctionnelles d’échange-corrélation décroit plus rapidement qu’en
1/r, r étant la distance noyaux-électron. Concernant les transferts de charges, nous avons vu
que récemment des fonctionnelles hybrides avec un comportement différent a longue et courte
portée avaient été mises au point spécialement pour essayer de reproduire le comportement
asymptotique de 1’échange a longue distance.

Bien que I'approche TD-DFT donne des résultats tres précis, le spectre d’absorption n’inclut
pas encore la structure vibrationnelle du systeme étudié. Souvent d’ailleurs le spectre d’absorp-
tion est représenté a I’aide d'une Lorentzienne ou d'une Gaussienne construite a partie de I’énergie
d’excitation de la transition et de sa force d’oscillateur [120]. Les systeémes traités étant de plus

en plus grands, les contributions vibrationnelles deviennent de plus en plus importantes. Calcu-
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ler la structure des bandes et I'inclure dans les équations TD-DF'T, introduirait évidemment un
cout calculatoire énorme. Un certain nombre d’études théoriques menées par Barone [121-124]

et Grimme [125] ont été développées dans ce but.

2.3 Les effets de la solvatation

L est intéressant de pouvoir comparer des propriétés moléculaires obtenues a 1’aide d’outils
I quantiques a des données expérimentales. Tres souvent ces dernieres sont obtenues en phase
condensée. L’effet du solvant joue un role important notemment avec la formation de liaisons
hydrogenes, d’interactions hydrophobes ou hydrophiles, ...Il est donc nécessaire d’inclure ces
effets de maniere précise dans les calculs quantiques. Les méthodes de chimie théorique sont de
tres puissants outils quant a la compréhension des interactions soluté-solvant, la prédiction des
structures, des spectres, ainsi que pour la description de la réactivité en phase liquide [126].

Il existe deux grandes manieres de représenter cet environnement : explicite et implicite. La
différence fondamentale entre les deux schémas est que le modele implicite représente le solvant
comme un milieu homogene tandis que le modele explicite décrit les molécules de solvant de
maniere atomique. Ce dernier modele est, physiquement, le plus réaliste parce qu’il décrit les
interactions entre soluté et solvant avec plus de finesse. Cependant, il est crucial de bien définir le
nombre et le positionnement des molécules de solvant sachant que le temps de calculs croit avec
le nombre de molécules de solvant ajoutées. Il ne faudra prendre en compte que les molécules
d’eau interagissant fortement avec le soluté [127]. Le choix de ce modele se fera principalement
par rapport au probleme que 'on souhaite traiter : transfert de protons, de charges, ...Des
méthodes de type QM:MM ou QM:QM’(:MM) ne doivent pas étre négligées pour traiter de tels
problémes; cela allierait d’ailleurs leurs deux avantages (temps de calcul réduit par rapport a du
QM complet et prise en compte de 'ensemble du systeme). Une autre solution est de coupler les
méthodes implicites et explicites mais cette fois le nombre et le positionnement des molécules de
solvant décrites explicitement sera d’autant plus important [128-130].

Représenter le solvant au moyen d’un continuum est particulierement pertinent : comparé aux
modeles qui représentent explicitement les molécules de solvant, le temps de calcul est, en effet,
tres significativement réduit. De plus, le modele continuum est une approche systématique parce

qu’il ne faut pas « construire » les spheres de coordination lors de chaque calcul. Nous verrons
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que certains groupes vont jusqu’a utiliser un continuum isotrope pour modéliser I’environnement
anisotrope d’une protéine!

Ci-dessous, nous expliquons comment le modele de continuum de Miertus, Scrocco et To-
masi [131,132] est construit. Nous citons néanmoins la méthode, développée au laboratoire par
Jean-Louis Rivail et Daniel Rinaldi, de ’expansion multipolaire connue comme le Nancy Conti-
nuum Model, NCM [133-138]. Cette derniere méthode differe du PCM essentiellement quant a

la résolution analytique du terme électrostatique de 1’énergie libre.

2.3.1 Principes de base des modeles de continuum

Dans un modele de continuum, basé sur le principe du champ de réaction auto-cohérent
(Self-Consistent Reaction Field, SCRF), on calcule ’ensemble des interactions moyennes entre
le soluté et le solvant en équilibre thermique. Cette approximation n’est valable que si aucune
interaction spécifique n’existe entre le soluté et le solvant (ponts hydrogene, interactions m — ,
m—-cation, ...). On parle de « solvent reaction field » pour un potentiel d’interaction obtenu dans
un modele ou le solvant est représenté comme un continuum présentant les propriétés (constante
diélectrique, coefficient d’expansion thermique,...) du solvant réel.

Dans un premier temps, nous allons décrire les différents termes énergétiques, le bilan éner-
gétique du modele de continuum tenant compte de différents types d’interactions. La premiere
étape implique la création d’une cavité dans le continuum de solvant. La formation de cette ca-
vité cotite une certaine quantité d’énergie (positive) : AG..y, I’énergie libre de cavitation. Cette
quantité dépend de la nature du solvant ainsi que de la topologie de la cavité. En second temps,
le soluté est placé dans la cavité et celui-ci interagit avec le continuum. On distingue trois types
d’interactions soluté-continuum : électrostatiques, répulsives et dispersives. Les deux dernieres
sont calculées grace a des relations empiriques.

Le processus d’interaction d’une molécule dans sa cavité se déroule de la fagon suivante : la
distribution de charge de ce soluté polarise la surface de la cavité du continuum. Des charges
apparaissent donc a I'interface soluté-continuum. Ces dernieres induisent un potentiel de réaction
qui, a son tour, modifie la densité électronique du soluté. Ensuite, le continuum doit s’adapter
et il y a une nouvelle modification de la distribution de charges a l'interface soluté-continuum
...et ainsi de suite jusqu’a I'obtention d’une convergence électrostatique entre la distribution

de charges propre au soluté et celle de la surface de la cavité. Ce terme énergétique, toujours
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négatif, est la contribution électrostatique (AGgec, cf. section 2.3.1.B). Les termes de répulsion
et de dispersion y sont souvent associés. Le terme de dispersion/de répulsion (AGgis/AGhrep)
implique l'interaction du soluté avec le solvant a l'interface de la cavité, et donne une contribution
négative/positive a la variation d’énergie.

Au final, I’énergie totale d’interactions s’exprime en un terme électrostatique et en trois

termes non-électrostatiques :
AG = AGeay + AGgec + AGais + AGhep (2.57)

Ces différents termes seront respectivement explicités aux sections 2.3.1.A, 2.3.1.C. Deux ap-
proches principales se sont imposées pour calculer les différents termes du calcul SCRF : le PCM
et le NCM. Dans l'approche PCM, le champ de réaction du solvant est exprimé en fonction
de densités de charges situées sur la surface de la cavité. La densité de charges de surface est
obtenue par une méthode numérique en résolvant ’équation de Poisson grace, par exemple, a
I'approche Integral Equation Formalism (IEF) [139-141]. Le calcul de ces charges permet la dé-
termination de la contribution électrostatique (cf. section 2.3.1.B.a) a I’énergie de solvatation. Le
traitement de la contribution non-électrostatique, comprenant les termes de dispersion /répulsion
et de cavitation, sont obtenus avec des relations empiriques (cf. section 2.3.1.C). La fonction
d’onde du soluté dans le PCM est optimisée en prenant uniquement en compte les effets élec-
trostatiques du continuum. La densité est alors déterminée et utilisée pour obtenir les termes
non-électrostatiques.

Dans le formalisme du NCM, le terme électrostatique est calculé via un développement mul-

tipolaire de la distribution de charge du soluté (cf. section 2.3.1.B.b).

2.3.1.A La description de la cavité

Le choix de la cavité est une étape cruciale dans le traitement des effets de solvant a ’aide
d’un modele de continuum. La forme de la cavité doit, bien siir, ressembler au mieux a la forme
de la molécule de soluté mais les calculs seront simplifiés et plus rapides si la topologie de
la cavité est simple (sphere, ellipsoide, ...). En pratique, la cavité est construite a partir d’un
ensemble de spheres centrées sur les noyaux et ayant un rayon de type van der Waals, soit la plus
petite distance entre deux atomes dans une structure cristalline. Les rayons les plus couramment

employés en chimie quantique sont ceux définis par Bondi [142].
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On distingue principalement la surface accessible au solvant (SAS) et la surface excluant le
solvant (SES). La SAS est définie par le centre d’une sphére génératrice de solvant qui « roule »
sur la surface de van der Waals du soluté (voir Figure 2.1). La méme sphere est utilisée pour

définir la SES mais c’est la surface de contact avec le soluté qui la caractérise. Les molécules de

Spheére génératrice

Surface SAS

Surface SES

Figure 2.1: Représentation des deux différentes topologies de la cavité (SES et SAS).

soluté ont des formes irrégulieres, les molécules de solvant ne savent donc pas « combler » tous
les interstices du soluté. La surface de la cavité que nous utiliserons en vue de lisser la surface

est la SES ou de petites spheres sont introduites dans les interstices.

2.3.1.B La résolution du probleme électrostatique

La distribution de charges du soluté, p,,, polarise le continuum diélectrique qui modifie en
retour cette distribution de charges du soluté. Il s’agit donc typiquement d'un processus auto-
cohérent résolu itérativement. Les modeles de continuum utilisent 1’équation de Poisson de 1’élec-

trostatique classique pour solutionner le probleme :
— Ve (r) VV (r)] = 4mpn (1) (2.58)

€ (r) est une fonction diélectrique dans le milieu et V(r) est la somme du potentiel électrosta-
tique (Vi) généré par la distribution de charges py, et le potentiel de réaction (Vi) créé par la

polarisation du milieu diélectrique :

Vir)="Vy(r)+ Vr(r) (2.59)
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La constante diélectrique (e, = €/€p) peut prendre deux valeurs :

61-(1'> = ]_, rc Vgnt (260)

&(r) =€, 1€ Ve (2.61)

ot Viny (Vexs) est le volume a Uintérieur (a lextérieur) de la cavité. Pour les deux régions, I'Eq.

(2.58) devient :

— V2V (r) = 47pw (r), T € Vigg (2.62)
—eV2V (r) =0, r € Vg (2.63)

Les Egs. (2.62) et (2.63) doivent étre accompagnées de conditions frontieres, a l'infini mais

aussi et surtout a la surface de la cavité,
[Ving — Vexs| = 0 (2.64)

afin de garantir la continuité du potentiel.

Les variantes SCRF se différencient par la maniere dont sont définis la cavité et le champ
de réaction. Différentes méthodes de résolution ont été proposées, nous ne citerons que les plus
utilisées : 'approche de la charge de surface apparente (Apparent Surface Charge, ASC) et la
méthode d’expansion multipolaire (Multipole Expansion method, MPE). La premiere approche
étant développée par le groupe Naples (ensuite reprise par Pise). La seconde approche a été

développée par D. Rinaldi et J.-L. Rivail a Nancy.

2.3.1.B.a La résolution numérique, ASC

Dans la méthode ASC, on introduit une quantité de charges de surface apparentes (og) qui
constitue la réponse du diélectrique a la présence de la distribution de charges a 'intérieur de la
cavité. Nous utilisons le symbole s pour représenter le vecteur définissant un point sur la surface

de la cavité I'. Le potentiel de réaction de I'Eq. (2.59) peut étre défini dans tout 'espace :

Vi (1) =V (x) = / 7(5) e (2.65)

rr—s|
Il n’y a aucune approximation dans cette derniere équation, elle est exacte lorsque o(s) est
défini selon les équations de 1'électrostatique. En pratique, la surface I' est découpée en aires
élémentaires (appelées tesserae) assez petites pour considérer constant le o(s) de chacun de ces

tesserae.
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Pour un systeme composé de régions a permittivité isotrope constante, la composante ¢ du

vecteur de polarisation est donnée par le gradient du potentiel V(r) :

<a@)_—fz;1vvu) (2.66)

ol ¢; est la constante diélectrique de la région . A la frontitre des deux régions i (intérieur de
la cavité) et j (extérieur de la cavité), la distribution ASC est donnée par :
oij =—(P; — P)ny; (2.67)

La définition classique du PCM est dérivée de l'expression (2.66) en prenant en compte I’Eq.

(2.60) et on calcule la densité de la charge a la surface comme :

-190
extll = ‘
47 4e On

U(S) = (V + Va )mt (268)

Des charges placées dans le vide (constante diélectrique, €), créent un champ électrique Eq
au point r. En présence d'un solvant, caractérisé par une constante diélectrique ¢, ces charges
créeront un champ électrique supplémentaire E. On peut calculer la variation d’énergie libre que

subit le systeme lorsqu’il passe du vide au solvant :

1/ /L B

Partant des Eqgs. (2.62) et (2.63), et considérant la densité de charges nulle a l'extérieur de
la cavité, on peut intégrer uniquement sur la densité de charges se trouvant a l'intérieur de la

cavité. L'Eq. (2.69) devient alors :

AGa =~ / / / Vi) (2.70)

La variation d’énergie libre est égale a la moitié de 1'énergie d’interaction des charges avec le
potentiel de réaction. Il suffit donc d’introduire la valeur du potentiel de réaction dans 1’Eq.
(2.65). Actuellement, dans Gaussian 03 [143], le calcul de PCM se fait par défaut par “Integral
Equation Formalism” (IEF). Le IEF-PCM a été formulé en 1997 par Cances et Mennucci [140,
144, 145).
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2.3.1.B.b La résolution analytique, MPE

L’énergie d’interaction électrostatique entre la distribution de charge du soluté et le conti-
nuum de solvant est évaluée a 1’aide d’un développement multipolaire et multicentrique de la
distribution de charges. Le champ de réaction a 'équilibre (R)) au point I est lié & I'expansion

multipolaire d’ordre [ des différents centres J :
RY(1,0) = fiy (I,J) My (J) (2.71)
I

Dans le cas d’une cavité ellipsoide ou sphérique, les facteurs f ont une expression analytique
et dépendent de la constante diélectrique du solvant et de la forme de la cavité (a le rayon d’une

sphere), c’est-a-dire des parametres de 'ellipsoide.

1 (I+1)(e—1)

b= 2.72
Ju a2+l (I +1)e+1 (272)
A partir de 'Eq. (2.71), nous obtenons alors une équation similaire a 'Eq. (2.70) :
1
AGaee = =5 D, Y L, )M (J)M(I) (2.73)

IJ U

La méthode des multipoles a été diversement commentée mais actuellement, elle donne des
résultats similaires a ceux obtenus avec les méthodes ASC. Une étude menée par Rivail et
al. [138] a montré que la durée des calculs impliquant le modele de Nancy est similaire au temps
de calcul de type PCM pour les optimisations de géométrie. Il en est de méme pour les calculs

vibrationnels. Par contre, pour le calcul de TD-DFT, le NCM se montre plus rapide que le
PCM [146].

2.3.1.C Les termes non-électrostatiques

Les termes non-électrostatiques sont de trois types : cavitation, dispersion et répulsion.

2.3.1.C.a Le terme de cavitation

Conceptuellement, le transfert d’'une molécule d'une phase gazeuse a une phase liquide se
réalise en deux étapes. La premiere est la formation de la cavité dans la solution et la seconde
est l'insertion de la molécule de soluté a l'intérieur de la cavité. Ces deux étapes résultent en

un exces d’énergie libre. Le terme de cavitation correspond a la premiere étape mais n’a pas
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d’équivalence expérimentale. Il est donc difficile de comparer la valeur des différents modeles qui
permet de calculer AG.,,. Selon Uhlig [147], le travail pour former une cavité macroscopique est

fonction de la tension de surface v du liquide et de la surface de la cavité S, :
AGeay = 7Sm (2.74)

Avec cette relation, on peut évaluer le terme de cavitation en solution, mais elle n’est valable que
lorsque les molécules de soluté et de solvant ont une taille comparable. Une autre approche a été
proposée par Tunon et al. pour améliorer la relation de Uhlig. [148]. Elle consiste a introduire

un terme de correction dans I'Eq. (2.74) :
AG oy = ¥Sm — kT In (1 — Ving) (2.75)

avec n, le nombre de particules de solvant par unité de volume, V; le volume moléculaire de

solvant, kg est la constante de Boltzmann et T la température absolue.

2.3.1.C.b Le terme de dispersion

Les forces de dispersion sont définies comme l'interaction entre des molécules présentant une
polarisation instantanée. Une premiere approximation de ce phénomene a été réalisée par Fritz
London [149]. Il propose une relation maintenant bien connue entre I’énergie de dispersion et les
polarisabilités () ainsi que les potentiels d’ionisation (I) de deux molécules isotropiques (A et

B) situées a une distance R l'une de l'autre.

3IA[BOéAOéB

AG iy = — s PIACD
Gaip = ~5 s (In + Ip)

(2.76)

La méthode implantée dans le PCM est basée sur les formules de McWeeny [150] qui généralisent

I’approche de London et utilisent la surface SAS.

2.3.1.C.c Le terme de répulsion

Dans le PCM, le terme de répulsion est évalué par 'approche d’Amovilli et Mennucci [151].

Gun = 1. [ i U2 () g 1) 277)

avec m le soluté, s le solvant, r est un ensemble de coordonnées qui définissent la géométrie du

complexe ms, ps est la densité du solvant et g, est une fonction de corrélation qui vaut 0 a
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I'intérieur de la cavité et 1 a 'extérieur. En pratique, on estime le potentiel de répulsion (U™P)
suivant une approche de type Lennard-Jones. Comme pour le terme de dispersion, I’énergie libre

de répulsion est déterminée en utilisant la surface SAS.

2.3.2 L’état de non-équilibre

Apres voir décrit les concepts fondamentaux des modeles de continuum, il est important
pour la suite de pouvoir correctement décrire ’état de non équilibre présent lors des transitions
électroniques. Cet état doit aussi étre modélisé dans ces modeles de solvant implicites. En effet,
lorsqu’un composé polaire est en présence d'un champ électromagnétique, sa polarisation est
modifiée en fonction de la fréquence du champ appliqué. Quand la fréquence augmente, une
situation de non-équilibre apparait et plusieurs phénomenes interviennent du point de vue mi-
croscopique : la polarisation d’orientation (micro-ondes), de distorsion (IR) et électronique (UV).

Il y a trois chutes successives de polarisation, Figure 2.2.

Polarisation
A
_\
Q9 //1/'
o]
Radio Micro-onde IR. < | UV Rayon X

Fréquence

Figure 2.2: Polarisation en fonction de la fréquence



Evaluation des transitions électroniques

45

A basse fréquence, toutes les molécules ont le temps de s’aligner dans la direction du champ
électrique extérieur appliqué (la polarisation est maximale) et toutes les contributions a la pola-
risation co-existent. Une premiere diminution de la polarisation se produit généralement dans les
micro-ondes (102 Hz). Elle est liée au fait que les molécules qui possédent un moment dipolaire
permanent ne sont plus assez rapides pour s’orienter instantanément et donc s’aligner sur les
variations des oscillations du champ électrique appliqué. La contribution d’orientation ayant un
temps de relaxation inférieur a 1 ps, elle ne contribue plus a la polarisation. Nous sommes dans
une situation de déséquilibre ot la contribution d’orientation ne participe plus a la polarisation
totale, alors que les mouvements de distorsion (vibration) et électroniques parviennent toujours
a s’aligner selon les oscillations du champ électrique appliqué. Au-dela d’une fréquence de 10
Hz, les noyaux ne répondent plus aux oscillations du champ électrique via les vibrations parce
qu’ils sont, a leur tour, trop lents; c’est la seconde chute dans la polarisation totale (Figure 2.2).
Dans le visible, la seule contribution restante est la polarisation électronique ; ce qui signifie que
seul le nuage électronique est assez rapide pour continuer a suivre les variations des oscillations
du champ électrique. Tl est a noter qu’a tres haute fréquence (10'°® Hz) le nuage électronique
s’aligne difficilement sur le champ électromagnétique.

Lorsqu’un matériau polaire est placé dans un champ électrique statique et uniforme (E), sa

polarisation macroscopique prend la valeur :
P=P,+\YE+x?EE+... (2.78)

Le premier terme représente la polarisation en ’absence de champ électrique, les autres termes
sont caractérisés par le développement de la polarisation du matériau en série de puissances de
Iamplitude du champ électrique extérieur. La susceptibilité caractérise le matériau.

Avant I'avénement des Lasers, cette équation était souvent limitée au terme en y(®. Néan-
moins, cette approximation n’est valable que lorsque I'amplitude du champ électrique est faible.
Macroscopiquement, la polarisation d’un matériau est donc liée a I'intensité du champ électrique
extérieur :

P=(e—¢)E (2.79)

Lorsque le champ électrique est oscillant, la constante diélectrique est fonction de la fréquence,

€(w) :
& (W) = € (w) + i€l (w) (2.80)
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La partie réelle, € (w), est la constante diélectrique dépendante de la fréquence, décrivant la
composante de la polarisation en phase avec le champ oscillant ; elle tend vers € (w) lorsque
w — 0. La partie complexe ou encore facteur de perte, € (w), détermine le comportement de la

polarisation ayant un déphasage de 5 avec le champ et tend vers 0 quand w — 0.

/
S

Nonobstant, les phénomeénes d’orientation (dans le domaine des micro-ondes), €. (w) dimi-
nuent lentement lorsque la fréquence augmente. Puis dans les régions IR, visible et UV, la dimi-
nution s’accentue. Notons aussi que €’ (w) augmente lorsque €, (w) diminue. A haute fréquence,
la structure moléculaire a 1’équilibre est toujours dépendante de la constante diélectrique sta-
tique. Durant une transition électronique, les changements qui s’operent sont trop rapides pour
que la polarisation d’orientation du solvant ait lieu. Le champ de réaction est alors divisé en
deux parties : une partie électronique, qui est obtenue en remplacant la constante diélectrique

statique €, (w) par la valeur a haute fréquence €., et une partie d’orientation, qui est la différence

/
entre les valeurs €] (w) et €x.

2.3.2.A Les transitions verticales

En considérant un soluté en phase condensée, dans son état fondamental, il y a un équilibre
nucléaire et électronique entre soluté et solvant. Durant une transition électronique, les positions
des noyaux sont les mémes qu’a ’état initial ; on appelle cela une transition verticale (principe de
Franck-Condon [152-154]. En effet, la configuration nucléaire du soluté et du solvant (polarisa-
tions d’orientation/vibration nulles) est inchangée, seuls les électrons sont assez rapides pour se
relaxer dans la direction de champ appliqué. Les électrons du solvant doivent donc se réorganiser
suite a la modification du nuage électronique du soluté. Le systeme se trouve donc dans un état
de non-équilibre. Pour considérer cet état, il est nécessaire de scinder la polarisation du solvant
en une contribution dynamique associée aux mouvements électroniques et en une contribution
statique, liée aux mouvements nucléaires et moléculaires. Pratiquement pour considérer correc-
tement cette réponse électronique du solvant, seule la composante dynamique de la polarisation
est prise en compte et des lors, la constante diélectrique du solvant est €., .

Ici, nous ne considérons que des transitions électroniques verticales, la réponse du solvant est
donc divisée en deux termes :

P= Prapide + Plent (2.81)

Dans des processus tres rapides, comme les transitions électroniques qui entrainent le changement
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de I'état électronique du soluté via des absorptions de photons, la polarisation P sera réduite a la
réponse lide aux électrons du solvant PP et P comprendra tous les autres termes liés aux
différents degrés de liberté du continuum (orientation/vibration). Lors du calcul TD-DFT de
non-équilibre, P est nul. Les équations de la TD-DFT en phase condensée se voient modifiées

au niveau des matrices A et B par un terme additionel relatif au solvent (V; ;) [155] :

Ay = (60 — €) 8,300 + (ialb) + (ia|Valjb) + ViR (2.82)
Buags = (ialtg) + (ialVseljb) + Viohe (2.83)

Les effets du solvant agissent de deux manieres : (i) indirectement via la modification des orbitales

et donc de leurs énergies et (ii) explicitement wvia le terme de perturbation Vs°ant Ce dernier

ai,bj
terme peut étre décrit comme l'interaction électrostatique entre le distribution de charge ¥},

et la contribution dynamique v;1; due au potentiel de réaction du solvant.

2.3.2.A.a Le modeéle PCM

Dans le modele du PCM, Va“;?ég“"t est le potentiel du champ de réaction Vi des Egs. (2.65)
et (2.70). Nous avons vu que ce potentiel de réaction était dépendant des charges ASC (o(s))
qui sont elles-méme fonction de la polarisation (Eq. 2.67). Lors de la transition électronique (&
autre fréquence), e,(w) tend vers €., qui est la constante diélectrique a la fréquence a laquelle la
polarisation d’orientation/vibration ne peut plus suivre les mouvements des électrons ; P**™ est

nul. La polarisation devient donc :
P(w) = P™% = (¢,(c0) — 1)E (2.84)

et les charges ASC sont modifiées. La contribution électrostique AGge. de la solvatation s’en

voit modifiée (cf. Eq. 2.70).

2.3.2.A.b Le modele NCM

Dans le formalisme du NCM, la réponse électronique du solvant est ajoutée au terme élec-
trostatique calculé & 1’équilibre [156,157]. Le modele doit donc considérer un changement rapide
des moments multipolaires de I'équilibre (M} (J)) vers (My (J)). La forme de la cavité reste
inchangée lors de cette modification de la distribution de charges. Il suffit donc de résoudre les

équations de Laplace en supposant la composante statique de la constante diélectrique du solvant
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comme gelée; sa contribution dynamique constituera la réponse électronique instantannée. Le
champ de réaction reste similaire a 'Eq. (2.71) en incluant les contributions statiques (polarisa-
tion lentes) et dynamiques (polarisation rapides). Ainsi, le facteur du champ de réaction [ﬁm/
est divisé en deux termes : statique (f}}) et dynamique (f57). Rappelons que ce facteur dépend

de la constante diélectrique du milieu ainsi que de la forme de la cavité (Eq. (2.72) ).
Ri(1, D) => > (fir (I, 1) = fip (1,.1) M () + fiz (1,.J) My (J) (2.85)
v
L’Eq. (2.73) correspondait a I’équilibre (AGY,) et elle devient dans un état de non-équilibre :

non—e: (S} 1 o0
A ™ = MGG +5 ) [fu (L] MyMy =) [fiy (1.J) = fif (I.J)] MiMy (2.86)

w i









Deuxieme partie

Le traitement de systemes biologiques







Chapitre 3

La mécanique moléculaire

NE étape importante vers le traitement complet de systemes biologiques de quelques milliers
U voire de millions d’atomes est la méthode des champs de forces (CF) ou mécanique molé-
culaire (MM). Ces champs de forces ignorent totalement les électrons de la structure et calculent
I’énergie du systeme comme une fonction de la position nucléaire. Ne traitant pas la réponse
électronique de la structure, des propriétés telles que les excitations électroniques, ne peuvent
étre traitées. Par contre, ces méthodes sont tres employées pour observer les changements de
conformation de protéine/membrane (ex. canaux ioniques), 'importance de ’environnement sur
des sites actifs d’enzymes, etc.

La MM repose sur des hypotheses de base : la premiere étant 'approximation de Born-
Oppenheimer, sans laquelle il serait impossible de décrire I’énergie en fonction de la position
des noyaux atomiques. La MM est basée sur un modele relativement simple d’interactions au
sein du systéme traité : I'allongement /raccourcissement des liaisons, la courbure des angles, les
rotations autour d’une liaison simple, le van der Waals (vdW) et 1'électrostatique. Des lors, le
principe de transférabilité est un attribut clé des CF, puisque les parametres liés et non-liés de
ces interactions sont développés et testés sur un nombre relativement faible de structures et ne
prennent pas en compte toutes leurs conformations. Ces structures sont plutot petites et tres
souvent isolées. Les parametres liés sont ensuite appliqués a des systemes nettement plus grands,
qui mettent en jeu beaucoup plus d’interactions de type non-liées. C’est a ce niveau qu’il faut
parfois avoir confiance dans les modeles et leur principe de transférabilité.

Il existe deux grandes catégories de CF, classiques (CFC) et polarisables (CFP). La premiere

catégorie est actuellement la plus employée et la plus courante de par leur nombre mais aussi
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par leur facilité a étre utilisée. Les CFP essaient de prendre en compte la réponse électronique
de l'environnement a l'aide de modeles complexes. Tant que la polarisation du systeme n’a
pas de contribution importante, les CFC suffisent. Par contre, lorsque les effets d’inductions ne
peuvent plus étre négligés au long de la simulation, il est nécessaire de les prendre en compte de
maniere correcte. Plusieurs groupes ont montré leur importance au travers de divers exemples :
les métalloprotéines [158,159], la formation de crystal, le repliement de protéines [160,161], ...

Nous décrirons brievement les CF usuels de ces deux catégories apres avoir discuté la forme

générale de I'expression de la fonction d’énergie standard (non-polarisable).

3.1 La fonction d’énergie potentielle

A forme de la fonction d’énergie potentielle d’'un champ de forces non-polarisables comprend
L des termes de liaisons associés aux atomes liés de maniere covalente, et des termes non-liés
décrivant les interactions a longue portée (électrostatique et de van der Waals). La décomposition
spécifique en chacun de ces termes dépend du champ de forces, mais la forme générale de cette

fonction peut étre écrite :

VMM (rN ) = ‘/Iiaisons + V:angles + V;iiédres + ‘/impropres + ‘/Van der Waals T %lectrostatiquej (31)
Vv Vv
‘/iiés anon—liés

Vam(ry) désigne I’énergie potentielle totale dépendant de la position r des N atomes présents
dans le systeme. Les termes de liaison et d’angle (Viaisons €t Vangles) sont habituellement modé-

lisés comme des oscillateurs harmoniques ne permettant pas la formation ou la destruction de

liaisons'.
1 2
‘/liaisons - Z 51{:7" (I‘ - rO) (32)
liaisons
1
Vangles = Z §k9 (0 - 90)2 (33)
angles

La déviation par rapport a la position d’équilibre de liaison et d’angle est exprimée respective-
ment par (r —rg) et (6 —6p). La constante de force du potentiel harmonique est caractérisée par

k. et kg. Une description plus réaliste d'une liaison covalente soumise a un étirement important

!Cependant, il existe quelques CF spécifiques permettant la formation et la rupture de liaisons, par exemple

UNRESFF (United-Residue Force Field) [162] ou ReaxFF (Reactive Force Field) [163]
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peut étre reproduite par un potentiel de Morse ou anharmonique (plus cotteux), il en est de
méme pour le terme de courbure des angles. La forme des autres termes liés est tres variable et

fortement dépendante du CF utilisé mais s’écrit fréquemment :

=

Vo
Visdres(w) = 5 [1 4 cos (nw — )] (3.4)
n=0
1
Vimpropres (¢ ou d) = 2k (6 ou d)? (3.5)

Dans 'Eq. (3.4), les valeurs de V,, permettent de reproduire le profil de torsion, n est la mul-
tiplicité c’est-a-dire le nombre de minima présents dans le potentiel de torsion, w est 'angle
de torsion et v est le facteur de phase qui détermine ou le minimum du potentiel de torsion
se situe. Les potentiels d’angles et de distances impropres (Eq. 3.5) permettent de contraindre
la géométrie de molécules. Ils servent notamment a contraindre la planarité d’'un groupement
d’atomes (ex., groupement carbonyle, cycles aromatiques, ... ).

Le terme de van der Waals (V,qw) est habituellement calculé a I'aide d’un potentiel 12 — 6

de Lennard-Jones (LJ) :
o= [0~ 0

Le potentiel 12 — 6 de LJ contient deux parametres : o, la distance pour laquelle I’énergie du
potentiel est nulle et €, la profondeur du puit. Les parametres o et € caractérisant les interactions

entre des atomes A et B sont calculés par les relations suivantes (loi de Lorentz-Berthelot) :

¢ = (eacp)'? (3.7)
o= %(OA—FUB) (38)

Le potentiel de LJ est caractérisé par une partie attractive variant en r=% et une partie répulsive
en r~12. Le terme en r % est élevé & la méme puissance que I'expression de I’énergie de dispersion.
Ce potentiel 12-6 est largement utilisé pour les gros systemes parce que le terme répulsif peut
étre rapidement calculé a partir du terme attractif, ce dernier peut lui-méme étre défini a partir
du carré des distances.

Enfin, le terme électrostatique est déterminé comme une somme entre les deux charges ponc-
tuelles associées a deux atomes (A et B) par la loi de Coulomb :

qAqB

Viee = D T2
¢ 47T€0TAB

A>B

(3.9)
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Une fois ces termes généraux définissant la fonction d’énergie potentielle décrit, la section

suivante présentera les principaux champs de forces utilisés lors de ce travail.

3.2 Les champs de forces classiques

ANS cette section, nous reprenons les caractéristiques principales des CF classiques usuels.
D Nous avons utilisé principalement au cours de la these le CF Amber99 et Charmm27. Le
premier a été utilisé pour traiter les protéines fluorescentes (cf. section 5.3) et la protéine Sérum
Albumin Bovine (cf. section 7). Le second a été employé dans le chapitre dédié a la capture
électronique sur une macromolécule (cf. chapitre 6). La grande différence entre ces deux champs
de forces se situe, entre autre, au niveau de la répartition des charges des acides aminés ainsi que
la maniere de les calculer. Le CF Amber considére une charge globale (0, +1 ou -1) associée a
chaque acide aminé (selon sa nature). Dans le CF Charmm, cette charge globale est toujours 0,
+1 ou -1 mais deux contraintes sont ajoutées : la charge globale du squelette de 'acide aminé (-
C(=0)-C(H)-N(H)-) est toujours nulle et la charge de la chaine latérale de ’acide aminé est donc
0, -1 ou +1 selon I'acide aminé. La décomposition de la charge globale des acides aminés dans
Charmm nous permettra de faire une analyse systématique en posant les charges des atomes de
la chaine latérale égale a 0 afin d’observer les effets électrostatiques de la chaine latérale. Dans
ce cas, le fait que la charge globale du squelette des acides aminés soit nulle a le grand avantage

de ne pas créer un moment dipolaire non souhaité, ce qui serait le cas avec le CF Amber.

AMBER
a été développé par Wiener et Cornell [164]. Il contient des parameétres pour tous les acides
aminés, les acides nucléiques et certaines molécules organiques (solvant). Une particularité
de ce champ de forces est qu’il décrit les acides aminés comme des entités (-NH-CH,-
C(0O)-) possédant une charge globale. Nous verrons que cela se révele tres utile lorsque
nous utiliserons des macromolécules ot une liaison covalente lie le sous-systeme QM au
sous-systeme MM. Il existe plusieurs versions de Amber : 1994, 1996, 1999, 1999sb (ADN),
2002 et 2003. Les deux dernieres versions sont classées dans les CFP. GAFF (Generalized
Amber Force Field) est la version généralisée du champ de forces Amber [165]. I a été dérivé
pour étre compatible avec ce dernier. Ce CF contient un grand nombre de parametres pour

décrire des molécules organiques. GAFF peut donc étre utilisé pour définir correctement
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des types d’interactions liées ou non qui ne seraient pas décrites par Amber.

CHARMM
a été développé par Karplus [166-168]. 11 s’agit aussi d'un des champs de forces les plus
fréquemment utilisés pour traiter des systemes biologiques tels que des protéines, des lipides
et des acides nucléiques. Les parametres de Charmm27 [169] ont été utilisés pour traiter

les macromolécules contenant des ponts disulfures.

3.3 Les champs de forces polarisables

DANS ces CF particuliers, la polarisabilité est prise en compte implicitement au travers des
parametres empiriques présents dans les termes d’interactions électrostatiques et de van

der Waals. Diverses approches ont été considérées ces dix dernieres années :.

Les moments dipolaires induits
Cette approche consiste a inclure des charges partielles et des dipoles induits sur les atomes.
Le moment dipolaire (x) induit sur une particule est proportionnel au champ électrique sur
cette méme particule. La constante de proportionalité est le tenseur de la polarisabilité. Le
moment dipolaire ressent le champ électrique créé par les charges ponctuelles du systeme et
par les autres moments induits. Une implantation de cette approche a été introduite dans
Charmm, nommée Charmm-PIPF (Polarizable Intermolecular Potentials Functions) [170].
Un autre CF connu est celui développé par Ponder et collaborateurs AMOEBA (Atomic
Multipole Optimized Energetics for Biomolecular Applications) [171-175], ou le moment
dipolaire cette fois ressent le champ électrique non plus créé par des charges mais bien par

un multipole permanent ainsi que par les autres moments induits.

Les oscillateurs de Drude
Cette méthode (souvent appelée « charge sur un ressort ») modélise la polarisation en
ajoutant une particule chargée (particule de Drude) sans masse, liée par un ressort au
centre atomique de chaque atome polarisable . Un avantage de cette méthode est que
Iinteraction Coulombienne reste simple, donc son implantation peut se réaliser plus facile-
ment. Actuellement, quelques CF incluant les oscillateurs de Drude existent TIP4P [176] et
SWM4-(N)DP [177,178] pour décrire I'eau, SWM4-(N)DP a été implanté dans Charmm et

ensuite les parametres ont été étendus aux molécules organiques [109,179-181]. En 2009,
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le moment dipolaire d’'une membrane a d’ailleurs été reproduit par Hader et collabora-

teurs [182].

Les charges fluctuantes
Cette approche comprend la polarisabilité dans la fonction d’énergie en ajoutant des valeurs
de charges partielles qui correspondent au champ électrique de leur environnement, c’est-
a-dire en altérant la polarisabilité. Cela peut étre réalisé en couplant les charges a leur
environnement et en utilisant des approches de type égalisation de I'éléctronégativité ou
égalisation de potentiel chimique. Cette approche a été implantée dans UFF par Rappé
[183] et par Patel dans Charmm [184, 185].

Pour plus d’informations, nous renvoyons le lecteur a plusieurs tres bonnes revues sur ce

sujet [186-188].



Chapitre 4

Les méthodes hybrides QM-MM

ES méthodes hybrides alliant la mécanique quantique (QM) et la mécanique moléculaire
L (MM) se révelent un intermédiaire entre les méthodes quantiques traditionnelles traitant
des systemes macromoléculaires et les méthodes de la mécanique moléculaire employées pour
traiter des systémes biologiques (protéines, membranes, ...). En effet, de nombreux systemes
sont trop grands pour étre traités entierement par la QM vu que c¢’est une approche tres couteuse.
Une solution pourrait étre de faire du QM-QM’, tout en restant dans un systeme raisonable
(QM’ dénotant & un niveau de théorie souvent nettement plus faible qu’employé en QM). Pour
déterminer des propriétés moléculaires de gros systemes biologiques, les méthodes MM échouent,
ne traitant pas les électrons explicitement. N’oublions pas non plus qu’en MM, les CF usuels ne
permettent pas la rupture et la formation de liaisons, ce qui empéche de décrire correctement
des réactions chimiques. Le principe méme des approches QM-MM est de scinder un systeme
macromoléculaire (S) en deux parties (Figure 4.1) afin d’allier les avantages de ces deux méthodes
de base. Dans la suite, nous utiliserons le tiret entre les deux sous-systemes (QM-MM) pour
présenter une situation générale. La partie d’interét (Z) est traitée a I'aide de la QM et une

seconde partie décrivant son environnement (€) par la MM.

Par convention, si une liaison covalente lie les deux sous-systemes, on notera la méthode
QM /MM, sinon ce sera QM:MM. Deux exemples concrets d’application sont montrés ci-dessous.
En QM:MM, une réaction chimique dans un solvant décrite par un CF peut-étre étudiée ou
I’analyse des différentes conformations d’un analogue de la proline dans un solvant. L’analogue
traité possede une substitution en position 3 ou 7 (collaboration avec A. Flores et C. Aleman)

[189]. Un exemple de systeme ot les deux parties QM et MM seront liées par une liaison covalente
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Figure 4.1: Représentation schématique des sous-systemes en QM-MM. S est le systeme global, £ décrit

en MM l’environnement de la partie d’interét Z qui sera traitée au niveau QM.

sont des systemes tels que les protéines fluorescentes, les protéines photoactives jaunes (PYP),
les rhodopsines. . . Ci-dessous une représentation de monomere A de la rhodopsine (pdb code :
1HZX), ou le rétinal (chromophore) est lié de maniere covalente au reste de la protéine. La
rhodopsine a aussi été maintes fois étudiée, nous renvoyons le lecteur aux publications [81-84,
89,190-192].

Chaque atome appartiendra a un des sous-systemes. Les deux sous-systemes interagissant
fortement entre eux, ’énergie totale du systeme ne peut pas étre simplement la somme de
I’énergie QM et de I’énergie MM. Un terme complémentaire décrivant les interactions de types
¢électrostatiques et van der Waals entre les deux sous-systemes doit intervenir lors du calcul de
I'opérateur Hamiltonien total sous un terme de couplage (Hqum—nm) : ce dernier utilisé en QM-
MM est un hamiltonien effectif Heg qui agit sur la fonction d’onde (V) du systeme. Il est donc

décomposé en trois termes (Eq. (4.1))
Heﬁ‘ = HQM + Hyvv + HQM—MM (41)

Les deux premiers termes sont respectivement propres a la partie QM et a la partie MM du

systeme. Ils ont déja été largement explicités dans la partie (I) et dans le chapitre (3). Pour

rappel,
Hom = Hogs + Houp™ (4.2)
noyaux /2 N N
vz ey, J ZaZp
=== Y SRS @) - Kslra) + (13)

Quant au terme frontiere de 'Eq. (4.1), il dépend fortement de la méthode QM-MM utilisée.

En effet, la région frontiere peut contenir des atomes additionels (méthode Link Atoms) pour
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Figure 4.2: Exemple de systeme QM:MM. Analogue de la proline substituée en position v par un NHy
(Ac-ycAmp-NHMe) dans une boite d’eau [189].

saturer le sous-systeme QM ot les atomes sont décrits au niveau quantique (QM) et aussi au
niveau classique (MM), ces atomes sont dits hybrides ou quanto-classiques. De maniere générale,

on peut écrire

noyaux

g AW
Hov—wvm = Von-an + Van-m + Vor-uum (4.4)

ol ces termes sont respectivement les interactions noyaux QM-charges MM, électrons QM-
charges MM et enfin un terme de vdW entre les deux sous-systemes. Afin de définir les in-
teractions de vdW, il sera nécessaire de caractériser chaque atome QM par un type d’atome du

CF auquel il correspond.
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Figure 4.3: Exemple de partition QM/MM

4.1 Les expressions de ’énergie QM-MM

L’ENERGIE totale d'un systeme en QM-MM sera aussi décomposée en trois termes
Eiot = Equm + Evm + Equm—mu (4.5)

avec le dernier terme défini comme

Equam = E&“{E_MM + Egﬁf—MM + EG v (4.6)
Egr - = Z Z ’RM y % (4.7)
€L MeE

Nous verrons ci-apres que le terme de 'Eq. 4.7 n’est calculé que dans le cas ou |’electrostatic
embedding est pris en compte. En effet, il existe plusieurs modeles pour considérer la contribution

électrostatique de 'environnement sur la partie QM.
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4.1.1 La contribution électrostatique

La contribution électrostatique de l’environnement peut étre considérée de trois manieres
différentes ; elle influencera donc différemment la fonction d’onde de la partie d’intérét QM. Ces

trois approches sont explicitées dans cette partie.

4.1.1.A Le mechanical embedding (ME)

Dans ce premier modele, les interactions électrostatiques QM-MM sont traitées comme des
interactions électrostatiques MM-MM. Il est donc crucial que les charges MM et surtout QM
soient bien définies. Le modele de charge employé dans le champ de forces (des charges ponc-
tuelles) sera utilisé pour décrire la partie MM et la partie QM'. La contribution électrostatique
de I'environnement ne modifie absolument pas le Fockien de la partie QM. Des lors, la partie
QM n’est pas polarisée par I'environnement électrostatique, c¢’est ce qu’on appelle le mechanical
embedding. Lorsqu’on utilise cette approche, il faut donc étre vigilant que la propriété étudiée ne
soit pas influencée par son environnement ce qui est le cas lors de calculs d’affinité électronique
ou de spectre d’absorption.

Typiquement, cette approche est celle mise au point par Morokuma dans la premiere version
de IMOMM (Integrated Molecular Orbital/Molecular mechanics) [198] basée sur ONIOM (Our
N-layered Integrated Molecular Orbital and Molecular Mechanics) [199,200].

4.1.1.B L’electrostatic embedding (EE)

C’est une maniere de polariser la fonction d’onde QM et donc sa densité de charges. En effet,
lors du calcul de la partie QM, un terme additionnel est ajouté (Eq. (4.7)) : le terme électrosta-
tique de la partie MM. La partie QM est donc polarisée directement par son environnement. Le
Hamiltonien de coeur se voit modifié par I'introduction d’un terme :

Vit qu = Z Z IRM _—y

i€l Me&

Lorsque la partie d’intérét QM n’est pas un résidu classique (présent dans le CF), ses charges devront étre
définies. Ces charges ne repésenteront pas la véritable densité de charge de cette partie en présence de son
environnement. Il est possible de définir un jeu de charges (souvent en phase gaz) en les dérivant du potentiel
électrostatique de la partie QM. Ces charges peuvent étre de type Merz-Kollman [193,194], Chelp [195], ChelpG
[196], ... Le logiciel R.E.D. RESP (Restraint Electrostatic Potentiel) permet de définir des charges, d’imposer des

contraintes sur les charges et de prendre en compte plusieurs conformations [197].
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Dans I’Eq. ci-dessus, les indices j et M sont respectivement pour les NV électrons de la partie QM,
les L charges ponctuelles de la partie MM. Le grand avantage de cette approche est qu’aucun jeu
de charges pour la partie QM n’est a définir et que la distribution de charges de la partie QM
est directement polarisée par son environnement MM. Cependant, ce modele surpolarise parfois
la fonction d’onde lorsque les charges ponctuelles de la partie MM sont tres proches de la partie
QM. C’est le cas lorsqu’une liaison covalente lie les deux sous-systemes. Nous expliciterons ce
cas dans les sections 4.2 et 4.3.2 .

L’EE est tres souvent implanté dans les méthodes QM-MM, cependant son cout calculatoire
est évidemment plus important que I’'approche ME. Dans les récents développements de IMOMM
[201, 202], 'EE est présent; cette approche a été implantée dans Gaussian03 des la version

C.02 [143].

4.1.1.C Le polarizable embedding (PE)

L’EE considere explicitement les interactions éléctrostatiques de la densité de charges QM,
polarisée par les charges ponctuelles du CF. L’étape suivante vers une description plus exacte
est d’introduire un jeu de charges MM flexibles pour décrire 'environnement. La partie QM
polariserait, ainsi, a son tour la partie MM. Il existe actuellement deux grandes catégories : a)
la densité de charges est polarisée par des sites polarisables via un CFP mais pas inversément
et b) il y a une polarisation complete entre la partie QM et la partie MM. Grace a ces CFP,
la polarisation electronique de l'environnement serait considérée lors du traitement de spectre
d’absorption/fluorescence.

Cependant, les applications de ces CFP en QM-MM sont relativement rares, dis a leur temps
de calculs excessifs et a leur faible généralisation. Nous verrons que certains groupes ont utilisé

3

cette formule sur des systemes photobiologiques dans la section 5.3

4.1.2 Les contributions de van der Waals dans la région frontiere

En plus des interactions électrostatiques situées dans la région frontiere, les interactions entre
atomes non-liés de type de van der Waals (vdW) dans cette région ne doivent pas étre négligées,
meéme si leur contribution est faible. Leur traitement est plus simple que le terme électrostatique,
ce terme étant simplement ajouté a l’énergie et n’intervenant pas dans le Hamiltonien de la

fonction d’onde.
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Elles sont typiquement décrites par le potentiel de Lennard Jones employé dans le champ de

forces choisi. Il est donc nécessaire d’assigner aux atomes QM un type d’atome.

4.2 Les différentes coupures en QM /MM

NE attention particuliere doit étre portée lorsqu’une liaison covalente assure la jonction
U entre la partie QM et la partie MM (QM/MM). Cette coupure est, en effet, tres délicate
et peut induire un certain nombre d’artefacts. C’est évidemment la maniere de la traiter qui les
différenciera. La Figure (4.4) explicite la terminologie que nous allons utiliser tout au long de

ce travail. Lorsque le sous-systeme Z est lié de maniere covalente au sous-systeme &£, le premier

02 C2
Qs | Qs | )
Y C Y
ol 1\02/ 3 Q| HLA‘\Cz/ 3\
NS N PN ’
Q3 X | Q X |
_ e
Q2 Q2
(a) (b) Link-Atom

Figure 4.4: Notation pour les systemes QM/MM. Les atomes de la partie QM sont notés Q. Le reste

de Penvironnement est noté C. Le premier atome de la partie QM (MM) est noté X(Y)

atome QM sera noté X; et le premier atome MM sera noté Y. La coupure d’une liaison covalente

introduit trois problemes majeurs :

1. La liaison pendante de I'atome X; doit étre saturée ce qui entraine une troncature de la

région QM, la liaison étant coupée de maniere homolytique ou hétérolytique.

2. Comme dit précédemment dans la section 4.1.1 (page 62), dans le cas de 'EE et du PE, une
surpolarisation de la densité de charges QM par les charges ponctuelles MM trop proches
peut apparaitre [203,204]. Ainsi, les coupures en LA sont préférentiellement entre atomes

de méme nature.

3. Au niveau de la région frontiere, les contributions liantes MM impliquant les atomes des
deux sous-systemes doivent étre correctement définies et certaines devront étre supprimées

afin d’éviter un double comptage.
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Dans la littérature, deux grandes approches pour traiter cette frontiere ont été proposées :
i) le Link Atom (LA) ou un atome supplémentaire (noté LA) est introduit au niveau de
la liaison pendante, c’est-a-dire lié & 'atome X; ? et ii) 'approche des Orbitales Localisées (OL)

qui place des orbitales hybrides et/ou gelées au niveau de la liaison frontiere.

4.2.1 Les approches de type Link Atom

Dans cette derniére approche, la valence libre de Xj, créée suite a la coupure QM/MM, est
saturée par un atome additionel (LA). L’atome lien est souvent un hydrogene (approche HLA) ou
un atome reparamétrisé possédant une valence de libre comme dans la méthode Connection Atom
[206] ou les parametres sont ajustés pour les méthodes semi-empiriques. Aussi, les approches
Pseudobond [207-209] et quantum-capping potential [210] possedent un atome reparamétrisé ou
un potentiel de cceur effectif est employé pour reproduire les propriétés de la liaison originelle.

Revenons a 'approche HLA qui est la plus employée et implantée dans de nombreux codes
QM. L’introduction d’atomes lien (hydrogeéne) qui ne sont pas présents dans les systémes molé-
culaires entraine plusieurs complications :

i) Chaque LA crée un artefact par I'introduction de trois degrés de liberté supplémentaires
et artificiels. En effet, ce LA n’appartient normalement ni au sous-systeme QM, ni au
sous-systeme MM. La définition et donc la résolution du Jacobien est donc ambigiie.

ii) Le LA est chimiquement et électroniquement différent de la fonction qu’il remplace.

iii) Le LA est tres proche de la région MM ce qui peut amener une surpolarisation de la densité
de charges QM dans le formalisme EE et PE [205]. La position de 'atome liant HLA situé
sur P'axe X;-Y; a une distance R(X; — HLA) est souvent fixée par une regle empirique
proposée par Maseras et Morokuma afin aussi de diminuer le nombre de degrés de liberté

du a la présence de cet atome [198,199] :
R(Xl - HLA) — CHLA R(Xl - Y1> (48)

avec le facteur cypa qui est souvent déterminé par le rapport des rayons covalents R, :

L Ro(Xi - HLA)

(4.9)

Sa valeur est souvent proche de 0.7.

2La coupure d’une liaison peptidique en LA entraine une instabilité dans la fonction d’onde [205].
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Des solutions pour remédier a cette surpolarisation sont :

— d’utiliser une base de fonctions atomiques assez petite et donc tres localisée sur les atomes.

— de supprimer du Hamiltonien la charge ponctuelle de 'atome Y, ainsi que celles de certains
atomes MM directement liés a ce dernier atome Y;. Si la charge de Y; est annulée, on
parlera du schéma 71, si les charges de Y; et Cs sont annulées, on dira Z2, ... Dans
Gaussian09, c¢’est le schéma Z3 qui est employé par défaut dans 'approche ONIOM. 1l est
aussi possible d’atténuer les charge de Yy, Cy et C3 mais cela entraine la non-neutralité de
la partie MM, pouvant introduire des artefacts.

— de redistribuer (atténuer) la charge ponctuelle de 'atome Y sur les atomes MM voisins.

Dans tous les cas, la charge portée par le LA est nulle.

4.2.1.A L’approche ONIOM

Dans cette section, nous allons rapidement évoquer 1’approche ONIOM (OM:OM:MM- Our
N-layered Integrated Molecular Orbital and Molecular Mechanics) qui a été développée par Mo-
rokuma et collaborateurs [199, 200] en réunissant deux méthodes : IMOMO (QM:QM’) [211]
et IMOMM (QM:MM) [198,212]. Cette méthode est présente dans de nombreux logiciels dont
Gaussian. Elle permet de traiter des systémes a plusieurs couches (souvent trois). Une partie
d’intérét est traitée a un haut niveau de théorie, son environnement proche (QM’) & un niveau
de théorie inférieur (souvent semi-empirique) et enfin le reste de la structure en MM. Lors du
traitement d’'un systeme QM /MM, c’est le formalisme HLA qui est le plus employé. Notons que
les CF dans Gaussian sont limités a UFF, Dreiding et Amber96. Une autre caractéristique de

ONIOM est son calcul de I’énergie totale :
Eovwm(S) = Exiv(S) + Equ(Z + LA) — Eanu(Z + LA) (4.10)

De maniere générale, cette méthode peut étre considérée comme une méthode MM dans laquelle
une région d’intérét a été séparée et traitée avec un niveau de théorie plus élevé. Dans ’équation
4.10, aucun terme frontiere n’apparait, ce qui, d'un point de vue pratique, simplifie fortement
le modele, évitant toute modification des procédures habituelles en QM et en MM. L’étape
de soustraction corrige implicitement 'artefact du a la présence du LA. En fait, le couplage
entre les deux sous-systemes est traité entierement au niveau MM. Cela s’avere relativement

problématique pour les contributions électrostatiques car elles sont traitées comme de simples
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charges ponctuelles rigides. En 2006, Vreven et Morokuma ont remédié a ce probleme de I'EE qui
n’était pas considéré en modifiant le calcul de I’énergie [202]. Ils ont ainsi pris le méme schéma
que 'Eq. (4.5) qui permet de prendre en compte 'EE. Cela a été implanté dans Gaussian03 des
la version C.02 [143].

4.2.2 Les approches des orbitales localisées

Dans ces approches, la liaison pendante entre les atomes frontieres QM et MM est repré-
sentée a 'aide d’orbitales hybrides localisées (OL). Plusieurs approches ont été développées : la
méthode du Local-SCF (Local self-Consistent Field) que nous verrons en détail dans la section
suivante, I'approche des orbitales gelées (FO, Frozen Orbitals), des orbitales hybrides généralisées
(GHO, generalized hybrid orbitals) et du potentiel de fragment effectif (EFP, Effective Fragment
Potentiels).

De maniere générale, les méthodes qui utilisent les orbitales localisées sont théoriquement plus
réalistes que les approches Link Atom car elles décrivent de maniere quantique la distribution
de charges autour de la frontiere QM /MM. La délocalisation des charges quantiques dans les OL
aide & empécher ou a limiter la surpolarisation qui est parfois présente dans les méthodes LA.

L’approche LSCF utilise des orbitales localisées pour décrire la liaison entre les atomes fron-
tieres des deux sous-systemes. Une approche similaire, celle des orbitales gelées (FO), a été
développée par Friesner [213,214] dans laquelle les interactions QM-MM dans la région frontiere
sont tres fortement paramétrisées.

Dans 'approche GHO de Gao [215-219], un ensemble d’orbitales hybrides sp3 est assigné
a chaque atome frontiere Y;. L’orbitale hybride se trouvant au travers de la liaison frontiere
est nommée orbitale active et participe au cycle SCF, les trois autres sont qualifiées d’hybrides
auxiliaires et sont gelées durant le cycle SCF, ces dernieres ne peuvent pas se mélanger avec les
autres orbitales .

La méthode EFP developpée par Gordon [220,221] se différencie des autres méthodes d’orbi-
tales localisées. Une partie, dite active du systeme, est traitée avec la QM ab initio et le reste est
traité avec un potentiel de fragments effectifs (EFP) qui est lui méme défini a partir de calculs
ab initio. Le EFP est ensuite introduit dans 'opérateur Hamiltonien du calcul QM, ou il décrit
les effets de I’environnement sur la partie QM. Cette approche a été essentiellement employée

pour décrire des solutés en solution, puis a été étendue aux systemes biologiques. Dans ce dernier
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cas, le systéme est scindé en trois parties : une partie QM, un région tampon dont les OM sont

gelées et le reste de la structure décrite par 'EFP.

Qs Cs
/ \
Qz Co
\
Co 03\ /X1Q 082Q 0Y1\ C3
. Q3 B B3 Cy
° SLBO y G Co—Cs Q
| I\C/ 3
Q/02\>< [ QX4 2 ©
| Cs //Cg
Qo C2 B3
(a) LSCF (b) GHO (c) EFP

Figure 4.5: Notation pour les systemes QM/MM. Q désigne les atomes de la partie QM et C ceux de
la partie MM. Dans le schéma EFP, la zone tampon est nommée B. Le premier atome de

la partie QM (MM) est noté X; (Y1).

4.3 Le Local Self-Consistent Field/MM (LSCF/MM)

ETTE partie est entiérement consacrée a 'approche QM /MM développée a Nancy, le Lo-
C cal Self-Consistent Field (LSCF). Celle-ci traite a ’aide d’orbitales localisées la liaison
covalente délicate a traiter dans un systeme ou la partie QM est liée a la partie MM. Nous
présenterons ces récents développements. Cette méthode fut développée par V. Théry dans la-
quelle la partie quantique était traitée a 1’aide de méthode semi-empirique [2,3]. Elle fut ensuite
étendue aux méthodes ab initio par X. Assfeld [4].

Dans cette approche, la liaison chimique entre le premier atome QM (X;) et le premier atome
MM (Y;) est décrite par une orbitale localisée |/;). On définit les N orbitales atomiques |\), |u),
|v) sur tous les atomes de la partie QM et sur 'atome frontiere Y. Cet atome frontiere est qualifié
d’hybride ou d’atome quanto-classique car il possede des orbitales de fonction atomiques ainsi
que tous les parametres propres au type d’atome qu’il possede dans la partie MM. Les orbitales

localisées sont décrites comme une combinaison linéaire des orbitales de fonctions atomiques :
N

1) = axi|A) (4.11)

A
Pour respecter les contraintes d’orthogonalité entre toutes les orbitales, il est crucial que les OM

soient orthogonales aux OL. Un moyen de faire cela est de construire les OM dans une base
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de fonctions atomiques a la fois orthogonales entre elles et orthogonales aux OL. La premiere
étape de ce processus est 'orthogonalisation des OL entre elles afin d’obtenir un jeu d’orbitales

localisées orthogonales (OLO) :
N
1) = aklA) (4.12)
A
Les N orbitales atomiques du jeu de base de fonctions atomiques peuvent étre ensuite orthogo-
nalisées a ces OLO en les projetant dans le sous-espace complémentaire des OLO gréace a une
fonction :

L —1/2 L
) = [1 - Z 5,2“] [W - W)(lﬂm] (4.13)

i
avec l'intégrale de recouvrement
N

S,u,i - Z ai\isu)\ (414)

y
La fonction |f1) est déduite a partir des fonctions originales |u) par une matrice M de dimension

(N x N) ou les éléments (u,v) peuvent étre écrits :

L —1/2 L N
O [0 92 IR LS wp s
7 v n

Cependant, ces fonctions contiennent L dépendances linéaires dies aux OL qui sont déja des

(4.15)

combinaisons linaires des OA. Si la base de fonctions atomiques originale est linéairement indé-
pendante, la matrice de I'intégrale de recouvrement S entre les OA orthogonales aux OL |2y a
L valeurs propres nulles. Apres avoir supprimé les valeurs propres et les vecteurs propres corres-
pondants, il est alors possible d’orthogonaliser de maniere canonique a l’aide de la matrice X de
dimension (N x (N — L)) :

Xpg = pq‘§q_1/2 (4.16)
ot Uy, est le p®™ composant du ¢’ vecteur propre de la matrice de recouvrement S entre les
fontions de bases atomiques|ji) et § est la valeur propre correspondante [13]. Les (N — L) fonctions
XY, (), [V, ... sont déduites de |A), |fi), |7} et par cette transformation elles sont linéairement
indépendantes, mutuellement orthogonales et orthogonales aux OL. Les combinaisons de ces

deux transformations définissent la matrice B de dimension (N x (N — L)) :
B=M- X (4.17)

La matrice B joue le role de S~1/2 dans la procédure habituelle du SCF. Les élements du Fockien

sont définis de maniere habituelle :
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L o) (4.18)

Fu, =Hg, + ZP}; {(,uv|/\a) b

Ao

Le premier terme est le Hamiltonien de coeur et le second représente les intégrales biélectroniques
(uv|Ao). PT est la matrice densité du systéme que I'on scinde en deux composantes dans le for-

malisme LSCF : une contribution diie aux FOs (PF) et une seconde diie aux OM variationnelles

(P9).

Pl =P% + Pl (4.19)

La matrice de Fock F de dimension (N x N) est ensuite transformée dans la base {[1/) }, <, (v_1,
a I'aide de la matrice B pour obtenir le nouveau Fockien F' de dimension ((N — L) x (N — L))
(F' = B'-F - B). Ensuite, il faut diagonaliser ce nouveau Fockien F’ pour obtenir la matrice de
(N — L) vecteurs propres C’ et les (N — L) valeurs propres (¢). Il faut par apres re-transformer le
jeu de base de fonctions atomiques initial (C = B - C’) pour calculer la nouvelle matrice densité
correspondant aux MOs (P%). En ajoutant la contribution des FOs (P), on obtient alors la

matrice de densité totale du systeme.

4.3.1 La modification des équations de Roothaan et I’algorithme

La condition de stationnarité de ’énergie par rapport aux coefficients de MOs variationnelles

{Cup} 1<u<nN est,
1<p<N-L
OF
0Cpp

—0 (4.20)

et la contrainte d’orthogonalité entre toutes les orbitales (FOs et MOs) du systeme,

Z C;Lps;wcuq - 6pq (421)
uv

Z l,uPSuuluQ = 6PQ (422)
pv

> upSuwlig =0 (4.23)
v

modifient les équations de Roothaan [5,11] :

F-C=S-C-E+S-L-A (4.24)
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olt L est la matrice des FOs et {A,q}1<p<(v—r) sont les multiplicateurs de Lagrange du bloc des

1<Q<L
MOs-FOs :

APQ =&pQ — Z C;LpF,uuluQ (425)

uv
En utilisant les relations C = B - C’ et X'-S-X = I, et en multipliant par la gauche par BT,

on obtient :

F.C' =C E (4.26)

avec ' = BT F-B et C'-S-L = O (orthogonalité entre les MOs et les FOs). On aboutit & un
probléme hermitien qui peut étre résolu en diagonalisant la matrice F'. L’algorithme SCF dans

Gaussian03 a été modifié de la maniere suivante par X. Assfeld :

1. Orthogonaliser mutuellement les FOs.
2. Construire la matrice M, orthogonalisant la base des AO aux FO.
3. Construire la matrice X.

4. Transformer les fonctions obtenues en 2. en une base de fonctions orthogonales et linéaire-

ment indépendantes via B =M - X.
5. Définir la matrice de Fock F dans la base originale.
6. Calculer F/ = Bf - F - B.
7. Diagonaliser F/ : ¢ = C'T - F/ - C’ oul € est la matrice diagonale des valeurs propres.
8. Transformer les vecteurs propres dans la base originale : C =B - C'.
9. Calculer P?.

10. Test de sortie. Si non satisfait, retour a 5.

4.3.2 Le traitement des orbitales gelées en LSCF

Dans le LSCF, il est donc possible de geler des orbitales. Celles-ci peuvent étre occupées ou
vides. Nous utiliserons ce formalisme pour décrire les ionisations de coeur et en les comparant a
celles obtenues par la méthode de la projection asymptotique (cf. chapitre 7). Dans un systeme
QM/MM, nous utilisons une orbitale liante strictement localisée (SLBO, Strictly Localised Bond

Orbital) pour décrire la liaison frontiere. Cette orbitale localisée sera définie entre les deux
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atomes X; et Y;. L’atome frontiere (Y;) est dit atome hybride car il possede les bases de fonction
atomique et des parametres MM de par sa description en tant qu’atome quanto-classique. La

table suivante reprend toutes les interactions qu’il faut considérer dans la région frontiere :

Termes liés

Liaisons Y-Cy
Angles X-Y-Cyq, Y-Cy-Cs
Torsions QQ—X—Y—CQ, X—Y—CQ—Cg, Y—Cg-Cg—C4

Termes non-liés
vdw Qi-Yi, Qi-Cp, Yi-Cp, Yi-Y;*
Electrostatique Z7Z-Z Zq-Zv,, Zv.-Zv,*

Z_q ZQi_qu7 ZQi_ch7 ZYk_cha ZYk_QYla
q-9q qu_ch7 qu_qYla

Z
e-Z ZkZWP,g;<PJTY_krV>
e 30 X0 Pl (2] V), Yrcuns T Pl (1| v)

Table 4.1: Descripton des interactions QM /MM en LSCF. Les atomes décrits en QM (MM) sont notés
Q (C), Z4 et qa correspondent a la charge nucléaire et a la charge ponctuelle de 'atome A.

Les élements de la matrice densité sont P, avec p et vt les indices des OA. 2k # 1

Afin d’assurer la neutralité du systeme entier, une charge de +1 est ajoutée a la charge MM
de 'atome hybride parce que ce dernier contribue a la SLBO en lui donnant un électron.

Les SLBO sont déterminées par l'utilisateur sur un systeme modele qui contient la liaison
d’intérét que l'on souhaite couper dans le systeme originel. Grace au principe de transférabi-
lité, les coefficients de la SLBO calculés pour le systéme modele peuvent étre appliqués (apres
rotation et normalisation) a la liaison d’interét dans le systéme réel. Il est cependant impor-
tant de tester la position de la SLBO afin qu’elle minimise le nombre d’artefacts lors du calcul
d’une propriété. Nous verrons que nous avons étudié cette position lors de I’étude sur la protéine
fluorescente ECFP (voir section 5.3.3.A). Pour des systémes biologiques, il serait intéressant de
scinder le systeme en deux au niveau de la liaison peptidique. Le systeme modele sera alors le
N-Méthylacétamide.

La SLBO peut étre localisée par différents criteres regroupés en deux catégories : interne et
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(a) N-Méthylacétamide

externe. Cette localisation est essentielle, il est donc nécessaire de tester les différents criteres de
localisation afin d’utiliser celui qui conviendra le mieux. Dans les criteres externes, 1'utilisateur
doit fixer lui-méme entre quels atomes la MO doit étre localisée. C’est le cas des approches
de Weinstein-Pauncz (WP) [222,223] et de Magnasco-Perico (MP) [224,225]. Ces deux criteres
maximisent la population du recouvrement entre les deux atomes X et Y. MP maximise, en
plus, la population électronique entre les deux atomes. Pipek-Mezey (PM) [226], Boys-Foster
(BF) [227,228] et Edmiston-Ruedenberg (ER) [229,230] sont tous trois des criteres de localisation
internes. Le critere PM minimise la somme du carré des charges atomiques de Mulliken divisé
par le nombre d’électron total, celui de BF minimise la distance au carré des deux électrons et
la localisation selon ER maximise I’énergie de self-repulsion (inverse de la distance au carré).
Le lecteur, pour plus de précisions, pourra lire le papier de Pipek-Mezey [226] qui reprend les
concepts de tous les criteres.

N. Ferré et collaborateurs ont ensuite montré que la SLBO et la charge nucléaire +1 attribuée
a l'atome Y; (LSCF/+1) ne suffisent pas a décrire correctement la distance inter-atomique entre
X; et Y; [5]. En effet, les interactions électrostatiques sont sous-estimées parce que la charge
nucléaire de 'atome quantique Y; ont été remplacés par une charge nucléaire de +1. De plus,
les variations du recouvrement entre les bases de fonctions atomiques en fonction de la longueur
de liaison ne sont pas considérées. Pour cela, il a été nécessaire de définir un potentiel de liaison

frontiere (FBP, Frontier Bond Potential) spécifique a la liaison X;-Y;.

E

Vi_y = (A + Br + Cr2) el +
rx-y

(4.27)
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Le premier terme de 'Eq. (4.27) est le terme correctif pour prendre en compte les variations du
recouvrement entre les OA des deux atomes en fonction de leur distance r (forme du potentiel
prise d’apres le recouvrement de deux orbitales 1s de Slater, D < 0) et le second terme est
un terme correctif quant a la trop faible répulsion électrostatique entre les deux atomes. Ainsi,
ils ont défini les parametres du potentiel pour les liaisons frontieres suivantes présentes dans
les molécules organiques : C(sp3)-C(sp3), C(sp3)-O, O-C(sp3), C(sp3)-N, N-C(sp3), C(sp2)-N,
N-C(sp2), C(sp3)-C(sp2) et C(sp2)-C(sp3) [5].

La définition de ce potentiel n’est évidemment pas triviale. Pour toutes autres liaisons fron-
tieres, il est nécessaire de redéfinir un ensemble de parametres ce qui est laborieux. Une approche
alternative pour obtenir des distances inter-atomiques correctes et pour supprimer ce FBP est
de considérer explicitement les deux électrons de cceur de I'atome Y;. Deux électrons seront
considérés pour les atomes de la seconde rangée d’atomes du tableau périodique (Li — Ne), dix
électrons pour ceux de la troisieme rangée (Na — Ar), .... Le formalisme pour les atomes de
la second rangée est appelé LSCF/+3. De cette maniere, trois électrons de Y; sont explicite-
ment inclus dans le calcul SCF (un dans la SLBO et deux électrons de coeur de 'atome Y;).
Une charge nucléaire de +3 lui est assignée pour garantir la neutralité du systéme [7,10]. Le
LSCF/+3 a été testé a 1'aide de deux approches : I'une plagait les électrons de cceur dans une
orbitale de coeur gelée (FCO, Frozen Core Orbital), voir Figure (4.6) [7], 'autre les considérait
comme tous les autres électrons, c’est-a-dire dans une orbitale de coeur auto-cohérente (SCCO,
Self-consistent Core Orbital) [10]. Les deux schémas ont des résultats comparables et ont été
validés sur des criteres géométriques et énergétiques sur des liaisons de nature différente : C-C,
C-N, C-O [10]. Nous avons choisi dans le travail sur les protéines fluorescentes et sur I’albumine

humaine I'approche SCCO.

Le SCCO a été auparavant employée sur de simples systemes comme 1’éthane, la méthylamine
et le méthanol mais aussi dans une étude qui avait pour sujet les modulations de l'affinité
électronique d’un acide nucléique par son environnement direct : simple et double brin de 3’-
dCMPH (2’-deozycytidine-3’-monophosphate) [231]. Les SLBO étaient alors placées de part et
d’autre de l'acide nucléique (base, phosphate et sucre) sur la liaison C’5-O’5. Le choix de la

position des SLBO est logique, les liaisons C’3-O’3 ayant une forte affinité électronique [232,233].

Jusqu’ici, les liaisons frontieres dans les systemes traités en LSCF /43 possédaient un carac-
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Figure 4.6: Profil de I'énergie (kcal/mole) en fonction la distance inter-atomique (A) entre les deux

atomes de carbone du fragment CH3-C de I’éthane [7]. Les deux électrons de coeur dans

LSCF/+3 sont traités par le schéma FCO.

tere de simple liaison (éthane, méthane, méthanol, ADN). P.-F. Loos et X. Assfeld ont alors
considéré une liaison plus délicate a traiter et pourtant omniprésente dans les systemes biolo-
giques : la liaison peptidique. Celle-ci a un caractere partiel de double liaison par la présence d'un
doublet libre de I'atome d’azote en conjugaison. Le nombre d’électrons entre ’atome de carbone
et 'atome d’azote sera effectivement supérieur a deux. Ce nombre peut méme se voir modifié en
fonction de I'environnement de la liaison peptidique. La forme zwittérionique (Figure (4.8) sera,
par exemple, favorisée si des molécules d’eau [234,235] ou un acide aminé chargé se rapproche du
carbonyle. Lors de I’étude d’un systeme biologique par la méthode LSCF /MM, deux cas peuvent
se présenter. Soit ’atome de carbone de la liaison peptidique correspond a ’atome hybride Y,
et I'atome d’azote est entierement quantique X; ; soit l'inverse. Dans le premier cas, la distance
inter-atomique est bien reproduite avec le schéma LSCF/43. En effet, la paire libre de I'atome
d’azote est complétement décrite quantiquement. Dans le second cas, un traitemant de I’atome

d’azote avec LSCF /43 signifie que le doublet libre de I'atome d’azote est complétement négligé
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dans le calcul et la liaison C-N en est directement affectée (trop grande) [9]. P.-F. Loos a donc
proposé que dans ce cas (I'atome d’azote est I'atome quanto-classique), les deux électrons de
la paire libre soient explicitement considérés dans le calcul SCF. Cela revient a attribuer une
charge nucléaire de +5 a cet atome hybride. Le schéma traitant ces liaisons peptidiques sera noté

LSCF/+3,+5.

H R4 R1

_ / \o__ /

N—C - N—/C

/ N\ /N

R Y R> \O/\@

Figure 4.8: Formes de résonance de la liaison peptidique.

Le formalisme LSCF a donc été adapté pour traiter correctement des liaisons chimiques de
nature et de complexité croissante. Selon la nature de ces liaisons frontieres, LSCF /+3 sera utilisé
(exemple ADN) ou LSCF/+3,45 (protéine fluorescente). Un avantage majeur de la partition au
niveau de la liaison peptidique (LSCF/+3, +5) est qu'il constitue une coupure naturelle des
acides aminés. Ceux-ci seront donc traités de maniere symétrique en QM et la charge des acides
aminés adjacents a la région QM est entiere dans la plupart des champs de forces. Il ne faudra
donc pas le recalculer comme c’était le cas lorsque la coupure se trouvait entre le C,-Cs ou entre

C(=0) et C, (Figure (4.9)).
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Figure 4.9: Partition schématique d’un polypeptide. Les différentes localisations de la jonction QM /MM
sont représentées : le cas de la liaison C,-Cg est représenté par une ligne discontinue verte,
les liaisons C,-C(=0) par un trait ondulé orange, tandis que les liaisons peptidiques sont
en batonnets rouges. Les atomes de la chaine latérale appartenant a la partie QM sont

représentés en gras.






Troisieme partie

Les phénomenes électroniques

appliqués aux macromolécules







Présentation

OUR rappel, cette partie constitue les applications des différentes méthodologies explicitées
P dans les deux parties précédentes.

Le premier chapitre est dédié aux spectres d’absorption UV /visible et contient la méthodolo-
gie que nous avons élaborée (LSCF/MM:ERS) pour prendre en compte la réponse électronique
de 'environnement du chromophore. Elle est employée sur le complexe de squaraine-tétralactame
ainsi que sur les protéines fluorescentes.

Le second chapitre reprend le travail réalisé sur la capture électronique d’une macromolécule
contenant trois ponts disulfures.

Enfin le chapitre 7 concerne les ionisations de coeur des acides aminés et de la sérine albumine
humaine. Ces ionisations ont été obtenues a l'aide de I’approche de la projection asymptotique

développée par V. Glushkov pour orthogonaliser les orbitales gelées.






Chapitre 5

Absorption UV /visible

FIN d’avoir un regard global sur cette partie dédiée a la photochimie [236-238], il est
A intéressant de présenter quelques notions fondamentales concernant les processus liés a
'absorption ou émission de la lumiere (photon). Le diagramme de Perrin-Jablonski (Figure 5.1)
rassemble les différents phénomenes électroniques liés a ’absorption d’une onde électromagné-
tique.

L’état fondamental singulet est noté SO et les états électroniques excités singulets et triplets
sont notés respectivement S1, S2, ...et T1, T1, ...Des niveaux vibrationnels sont associés a
chaque état. Il existe deux grandes classes de processus; les processus radiatifs et les proces-
sus non-radiatifs. Lors des processus radiatifs, le systéme absorbe ou émet un photon (absorp-
tion, fluorescence, phosphorescence) tandis que les procédés non radiatifs liberent leur énergie
sous forme de chaleur dégagée lors de la relaxation vibrationnelle. Lors de procédé non-radiatif,
I'énergie accumulée est, en fait, redistribuée a ’environnement (solvant, protéine). Ce procédé
est nommé la conversion interne (sous entendu de 1'énergie). Cette conversion interne (CI) se
déroule entre des états de méme multiplicité de spin selon une relaxation vibrationnelle vers le
niveau le plus bas en énergie, par exemple, S2 — S1. La conversion interne de 1’état S1 vers
I’état fondamental SO est possible mais moins fréquente que S2 — S1 parce qu’elle possede une
plus grande différence d’énergie entre les deux états électroniques. Par conséquent, la conversion
interne de S1 — S0 peut entrer en compétition avec 1’émission d’un photon (fluorescence) ou
le passage/croisement intersysteme (CIS) vers 1'état triplet a partir duquel il est aussi possible
d’émettre un photon (phosphorescence). Le processus radiatif qui fait passer une molécule de

son état fondamental a un état excité singulet par I’absorption d’un photon est ’absorption.



86

Absorption UV /visible

Ce dernier phénomene est tres rapide (1071%s) de telle sorte que les noyaux de la molécule ne
se déplacent pas lors de la transition électronique (principe de Franck-Condon [152-154]). Les
processus d’émission sont tout aussi rapides (1071%s) et suivent ce méme principe. Les trois phé-
nomenes radiatifs (I’absorption, la fluorescence et la phosphorescence) sont appelés transitions
électroniques verticales parce que leur configuration nucléaire reste figée.

L’efficacité avec laquelle un photon caractérisé par une longueur d’onde A, est absorbé par
le chromophore est décrite par I’absorbance (A) qui suit généralement la relation linéaire de

Lambert-Beer' :

A =log (?) =e(N)lc (5.1)
ou Iy et I sont respectivement les intensités lumineuses des faisceaux incident et transmis. La
loi de Lambert-Beer relie I’absorbance (sans dimension) a la concentration molaire (c¢) de la
structure absorbante en (mole L™1). () est le coefficient d’absorption molaire (L mole™ cm™1)
et [ est 'épaisseur de la cellule contenant la solution (en cm). Dans ce contexte, le systeme d’unité
utilisé est CGS. Le coefficient d’absorption molaire décrit I'efficacité avec laquelle le chromophore
absorbe la lumiére dans un solvant donné. C’est, en fait, la probabilité de la transition (P;;) entre
un état initial (i) et un état final (7).

8m3e?
Py = ( e ) G;Di (5-2)

ol e est la charge d’un électron (4.803x10717 esu), h est la constante de Planck (6.626 x 1027

erg s), G; est le poids statistique de I'état final et D;; est I'intensité du dipdle de transition défini

D, = ( / <\1’ilu|‘1’j>d7)2 (53)

L’absorption ou I’émission de la lumiere, onde électromagnétique caractérisée par une certaine

comme suit :

fréquence v, ne se passera que si la molécule/chromophore possede un dipole (i) oscillant a cette
méme fréquence. Le coefficient d’absorption molaire peut ainsi étre associé a la force d’oscillateur

(f) d’une transition électronique :

8m2me
= 4.315 x 109/6(V)dy (5.5)

1Si, I’absorbance ne suit pas une relation linéaire avec la concentration, la formation d’agrégats ou d’autres

especes absorbantes peuvent étre invoquées.
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olt m est la masse d'un électron (9.109 x1072% g), ¢ la vitesse de la lumiere (2.998 x10'° cm
s71). Nous avons vu dans le chapitre 2 comment ces transitions électroniques ainsi que la force

d’oscillateur associée sont obtenues & 1’aide de calculs.

Les molécules qui absorbent ou émettent des photons sont des chromophores. Ceux-ci sont
fortement conjugués (alternance de simple et de double liaisons). L’absorption des ondes élec-
tromagnétiques par le chromophore est due a I'excitation des électrons d’une molécule. Selon la
nature des liaisons et des atomes, une molécule absorbe a certaines longueurs d’onde et apparait
colorée, ou pas. Cette propriété permet aux électrons de se délocaliser sur tout le systeme grace
au recouvrement des orbitales m. L’énergie d'une excitation 7% «— 7 sera d’autant plus faible
que le nuage électronique 7 est plus étendu ; en conséquence, le pic d’absorption se situera d’au-
tant plus vers les grandes longueurs d’onde (vers le rouge). Cette régle simple s’applique aux
systémes conjugués linéaires (polyene) et cycliques (molécules aromatiques). Le greffage de dif-
férents substituants susceptibles de modifier la structure électronique du chromophore aboutit
généralement a un déplacement du spectre d’absorption. On appelle auxochromes, les substi-
tuants électrodonneurs tels que les groupes hydroxyle (-OH), alkoxy (-OCHj;) ou amino (-NHy)
ou les substituants électroaccepteurs comme le carbonyle (-C=0), le nitro (-NO,), le nitroso (-
N=0). Ces auxochromes sont capables d’interagir avec le chromophore en étendant(stabilisant)
ou non le systeme conjugué. De nombreux chromophores sont présents dans notre quotidien, dans
les colorants (indigo, anthraquinone, coumarine, ... ), les photochromes (matériaux optiques a
transmission variable tels que les diaryétheénes, les azobenzeénes, ...), ...

En plus de pouvoir étre affectés par des groupes auxochromes, les chromophores sont aussi tres
sensibles a leur environnement (solvant ou protéine). Le spectre d’absorption d'un chromophore
en solution subit généralement un déplacement hypo- ou bathochromique (solvatochromisme
négatif ou positif), c’est a dire un déplacement respectivement vers le bleu/petites longueurs
d’onde ou vers le rouge/grandes longueurs d’onde. Dans le cas d'un déplacement bathochromique,
I’état fondamental du chromophore est stabilisé par le solvant mais ’état excité ’est encore
plus. D’un point de vue énergétique, I’écart d’énergie (AFE) entre les orbitales responsables
de la transition électronique diminue. Le phénomene inverse se produit pour un déplacement
hypsochromique, 1'état excité est moins stabilisé que 1’état fondamental. Le solvatochromisme
de chromophores a déja été de nombreuses fois étudié tant expérimentalement que théoriquement

et est relativement bien compris pour de nombreux composés.
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Une situation plus délicate et relativement moins évidente a comprendre et encore moins a
prévoir est celle du spectre d’absorption d’'un chromophore se trouvant dans un milieu macro-
moléculaire. De la méme maniere, qu’en solution, ce spectre d’absorption sera considérablement
modifié. Cette partie va tenter d’apporter des éléments de compréhension, d’un point de vue
théorique, des effets de I’environnement macromoléculaire sur les spectres d’absorption de divers

chromophores.

Les outils QM-MM permettent de prendre en compte cet environnement macromoléculaire de
maniere efficace. Ils seront couplés a la TD-DFT (section 2.2.2) pour évaluer les énergies de tran-
sition verticale de maniere précise. Dans le chapitre QM-MM (chapitre 4), nous avons montré que
le LSCF/MM incluait la contribution électrostatique de I’environnement MM ; en décrivant de
maniere explicite la polarisation électrostatique de la fonction d’onde (Electrostatic Embedding).
Souvent, la prise en compte de cette contribution est suffisante pour déterminer de nombreuses
propriétés comme celle de ’état fondamental. Cependant, lors d’une transition électronique, une
situation de non-équilibre apparait entre le colorant/chromophore et son environnement. Nous
avons vu que lors de ’absorption d’un photon en phase gazeuse, la configuration nucléaire du
chromophore restait figée (Principe de Franck-Condon [152-154]) ; cependant, le nuage électro-
nique du chromophore est modifié suivant la fréquence du photon. Dans un solvant, a 1’état
fondamental, il y aura un équilibre entre noyaux et électrons du chromophore et des molécules
de solvant. Lors de la transition électronique, la configuration nucléaire du chromophore et des
molécules de solvant ne sera pas modifiée. Seuls les électrons du solvant seront assez rapides pour
se réorganiser par rapport a la modification du nuage électronique du chromophore. Cette situa-
tion est nommée état de non-équilibre. Le nuage électronique des molécules de solvant doit alors
se réarranger en fonction de la contribution électronique du chromophore. Cette réponse électro-
nique de I'environnement (ERS, Electronic Response of the Surroundings) suite a la modification
du nuage électronique du chromophore doit étre prise en compte. Pratiquement, nous avons vu
dans la section 2.3.2 que I'ERS est modélisé a ’aide d’un continuum isotrope caractérisé par la
constante diélectrique extrapolée a fréquence infinie (constante diélectrique dynamique/optique,
€c0)-

Un chromophore dans un milieu macroléculaire représente une situation plus complexe.
Comme pour le solvant, il est nécessaire de modéliser la réponse électronique d’un environ-

nement protéique (ERS) lors du calcul des propriétés optiques mais aussi lorsqu’un site actif
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est en présence de contre-ions ou de résidus chargés. La partie suivante reprend brievement les

quelques approches utilisées actuellement pour décrire correctement ’environnement protéique.

5.1 La réponse électronique de I’environnement

NE premiere approche est de modéliser ’entiereté de I’environnement de la protéine par un
U continuum caractérisé soit par la constante diélectrique de ’eau, soit par une constante
diélectrique d’une valeur de quatre [61,239]. Cette approche tres simpliste modélise un environ-
nement protéique totalement anisotrope par un continuum complétement isotrope! Rappelons
aussi que I'un des points faibles des modeles de continuum est que les interactions spécifiques (liai-
sons hydrogene) soluté-solvant /environnement ne sont pas parfaitement reproduites. Or, dans
une protéine, le soluté (site actif) interagit tres fortement via de nombreuses liaisons hydro-
gene ou interactions électrostatiques avec son environnement proche. D’autre part, la constante
diélectrique utilisée pour modéliser l'intérieur des protéines peut varier entre 4 et 20 selon la
polarité de I'environnement proche du site actif ou chromophore [240]. De simples calculs QM
ou PCM-QM ne sont pas assez proches de la réalité de ’environnement protéique. Par contre, les
outils QM-MM sont adéquats pour traiter des systémes macromoléculaires/protéiques possédant
un site d’intérét comme un chromophore. Malheureusement, la contribution due a la polarisation
électronique de I'environnement n’est pas prise en compte dans les champs de forces classiques.
Alors que le développement de champ de forces classiques polarisables est en plein essor; tres
peu de groupes développent des approches QM /MM, (MM, = MM avec un champ de forces
classiques polarisables) qui incluraient donc la réponse électronique de 'environnement. Ces
quelques méthodes sont actuellement relativement cotiteuses en temps de calculs et difficilement
utilisables par un utilisateur lambda surtout lorsqu’un résidu est non-usuel puisqu’il faudrait
redéfinir toute une série de parametres tres dépendants du niveau de théorie.

Actuellement, les quelques approches QM-MM,,; ont été employées pour évaluer des spectres
d’absorption de systeémes proches des protéines fluorescentes, les rhodopsines (cf. Figure 4.3).
En 2001, Houjou développe une méthode QM-MM,, ou le MM, est le PMM (Polarizable
mosaic model) [241]. Dans ce modele, la partie MM est une mosaique de cylindres caractérisant
les liaisons avec des polarisabilités dépendantes de la nature de la liaison. Un jeu de charges

induites par la densité électronique de ’état fondamental de la partie QM est défini. La matrice



90

Absorption UV /visible

de Fock prend en compte ce potentiel créé par les charges 'MM’. Ce groupe a calculé les spectres
d’absorption des Rhodopsines [242], ils observent un déplacement bathochromique de +10 nm.

Dupuis et Hirao, en 2002, proposent une approche QM /MM, ot la polarisation électronique
de I'environnement est représentée au moyen de dipdles induits [243], ce modele n’a cependant
pas été testé sur des biomolécules.

Une autre approche, actuellement tres en vogue est celle de Elstner et collaborateurs dans
laquelle une couche d’atomes autour de la partie QM sont décrits a un niveau de théorie semi-
empirique. C’est le principe des méthodes QM/QM’/MM ou de la SCC-DFTB (Self-Consistent-
Charge DFT tight-Binding) [110, 244-247]. L’interaction QM/QM’ dans ce modele n’est que
coulombienne, la polarisation mutuelle entre les deux sous-systemes QM et QM’ n’est donc que
statique. La méthode néglige donc le transfert de charges, I’échange et la corrélation (dispersion).
Un modele polarisable semi-empirique a été mis ensuite au point, toujours par le méme groupe, a
l’aide du champ de forces AMOEBA qui inclut donc la polarisabilité atomique a 1’aide de charges
et de dipoles induits [247]. Ce modele est relativement tres efficace mais aucune indication n’a été
donnée concernant le temps de calcul. Ces deux méthodes ont été utilisées en 2008 pour étudier
le spectre d’absorption des dérivés de la rhodopsine (bactério-rhodopsine (bR) et la pharaonis
sensory rhodopsine II (psRII)) [110,247]. La méthode QM/QM’/MM entraine un déplacement
bathochromique de +15 nm et +19 nm par rapport a la méthode « classique » QM /MM tandis
que I’approche polarisable montre un dépacement plus de deux fois plus grand (+37 nm et +30
nm).

Enfin, le groupe de Ulf Ryde associé a Olivucci a publié un papier [248], toujours sur la
rhodopsine ('isorhodopsine?), contenant un benchmark des champs de forces pour les méthodes
QM-MM. L’effet de 'ERS est compris entre +6 et +10 nm avec le champ de forces polarisables
Amber(02 ou entre -4 et +13 nm en utilisant un champ de forces plus complexe contenant des

polarisabilités atomiques anisotropiques et multipolaires.

5.1.1 Le couplage LSCF/MM:SCRF

Nous allons maintenant présenter la méthodologie que nous avons developpée pour prendre
en compte 'ERS. Cette méthode est simple et relativement efficace. Nous ’avons testée et validée

sur deux types de systemes : le complexe de squaraine-tétralactame et les protéines fluorescentes.

2Le 9-cis retinal est remplacé par le 11-cis retinal.
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Ce modele consiste a coupler le LSCF/MM avec un continuum caractérisé par une constante
diélectrique extrapolée a fréquence infinie (ou constante diélectrique dynamique). Nous avons
vu que la constante diélectrique peut étre scindée en deux contributions : une contribution
d’orientation et une contribution dynamique. En situation de non-équilibre, seule la contribu-
tion dynamique est présente. Ce continuum nous permet de ne pas négliger la réponse électro-
nique de I'environnement, exactement comme les modeles de solvatation considerent la réponse
électronique du solvant. Les contributions électrostatiques et les interactions 1-4 de ’environ-
nement sont quant a elles modélisées par le champ de forces. Nous avons appelé ce formalisme

LSCF/MM:ERS. Dans ce formalisme, ’énergie du systeme devient :
E = Equ + Exiv + Equ-mm + Equi-scre (5.6)

Tous ces termes ont été détaillés dans les deux chapitres relatifs a la méthodologie (les
chapitres [ et II). Aux trois premiers termes définissant I’énergie obtenue lors de calcul QM-MM,
vient s’ajouter un terme lié au continuum caractérisé par €., (Eq. 2.70) qui fait intervenir le
potentiel de réaction Vg. Dans ce cas, € est égal & eqyn(= €x). Les termes de cavitation, de
dispersion et de répulsion ne sont pas présents dans ce terme car ceux-ci (excepté le terme de
cavitation) sont décrits au niveau MM. L’opérateur de Fock devient, en combinant les trois Eq.

(1.1), (4.7) et (2.70) :

noyaux N/2

PV %+;<2Jj<ri> K - s [ v 6

A i€ Me€&

Selon cette méthode, les charges MM polarisent la partie QM et donc la fonction d’onde. La
densité électronique de la partie QM polarisée est utilisée pour définir les charges sur la surface
de la cavité entourant la partie d'intérét (QM). Il est important que les charges MM ne polarisent
pas, en plus la cavité, indépendamment de la densité électronique QM qui la polarise déja en
prenant en compte les charges MM dans sa définition.

Cette approche a le grand avantage par rapport aux méthodes QM /MM, d’étre tres rapide.
En outre, aucun parametre ne doit étre ajouté au champ de forces pour décrire la réponse
électronique de ’environnement, méme en cas de résidus non-usuels. Cependant, il faut garder a
Iesprit que la réponse électronique est prise en compte de maniere totalement isotropique dans

ce modele.
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5.2 Le complexe de squaraine-tétralactame

LA premiere application de notre méthodologie incluant la réponse électronique de ’environ-
nement dans les spectres d’absorption (LSCF/MM:ERS) a été réalisée sur le complexe de
squaraine-tétralactame (ST) et a fait I'objet d’une publication [112]. Ce projet s’inscrit dans le

cadre d'une collaboration avec I’équipe de Namur (Eric A. Perpete et Denis Jacquemin) et celle

de PENSCP (Carlo Adamo).

Le squaraine (Figure 5.3) fait partie de la catégorie des colorants qui absorbent dans le proche
infra-rouge, typiquement autour de 650 nm. Ce colorant a un certain avantage, notamment sa
facilité a etre synthétisé ; par contre, il souffre de quelques désavantages : il est tres sensible aux
attaques chimiques et sous certaines conditions, il peut méme s’agréger. Smith et collaborateurs
ont montré en 2005 qu’il y avait un moyen de contourner ces deux limites en « encapsulant »
le colorant dans un macrocycle [249-251]. Dans cette étude, la cage est le tétralactame (voir
Figure 5.4). De tels complexes sont présents dans de nombreuses applications comme le FRET
(Fluorescence Resonance Energy Transfer) et les technologies liées a I'imagerie.

L’objectif de cette étude était de modéliser rationnellement I'impact de la cage sur le colorant
de squaraine ainsi que les effets géométriques et spectraux. Le chromophore a tout d’abord
été considéré dans son état isolé, ensuite placé dans un continuum pour reproduire les effets
de solvant [131,252]. Les valeurs expérimentales de la longueur d’onde d’absorption maximale
(Amax) sont disponibles pour le squaraine en solution (chloroforme) et complexé (solvaté par du
chloroforme). Ensuite des calculs TD-DFT ont été réalisés sur le complexe entier en QM ainsi que
des calculs QM:MM. Nous avons réussi ainsi a décomposer la variation du \,., lors du passage
du squaraine isolé a sa forme complexée en trois effets physiques : géomérique, électrostatique

et électronique.

5.2.1 Meéthodologie utilisée

Pour un systeme de 140 atomes, il était nécessaire d’utiliser une méthode efficace et rapide
pour évaluer les spectres d’absoption. Une étude préalable de Srinivas a montré que la TD-DFT
était tout a fait adaptée a cette classe de colorants [253]. La DFT a été utilisée pour optimiser les
géométries, la TD-DF'T pour calculer les A\, La fonctionnelle PBEO développée par C. Adamo

et collaborateurs a été employée pour ce systeme. Cette fonctionnelle contient 25% d’échange
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Hartree-Fock (voir 1.3.1.C pour plus d’informations) et a souvent été utilisée pour évaluer les
énergies de transition verticale [45,254,255]. La structure cristallographique a été prise comme
point de départ pour l'optimisation [250], le groupe ponctuel étant C; (cf. Figure 5.4). Sur
un tel systéme, nous avons utilisé la base atomique 6-31G(d,p) pour définir la géométrie. Elle
offre 'avantage de limiter le colit en temps de calculs. Les cinq premiers états excités ont été,
quant & eux, déterminés a ’aide d’une fonction de base atomique plus diffuse, 6-31++G(d,p),
permettant ainsi d’atteindre une description satisfaisante des énergies des états excités, et donc
du A\pax. Ces deux étapes ont été réalisées sur le squaraine isolé, sur le tétralactame isolé et sur le
complexe ST en phase gazeuse. Expérimentalement, le spectre du complexe ST est obtenu dans
le chloroforme. Nous n’avons pas réalisé de calculs dans le solvant du a la taille du complexe ST.
L’effet de complexation expérimentale en phase solvatée sera donc comparé théoriquement a un

effet de complexation en phase gaz.

Afin d’observer les différents effets de la cage de tétralactame sur le spectre d’absorption,
nous avons réalisé des calculs de type QM:MM et QM:MM:ERS sur ’ensemble de la struc-
ture optimisée en QM. Ce complexe est relativement facile a traiter par des méthodes hybrides
QM-MM puisqu’il ne contient pas de liaisons covalentes entre le chromophore (partie QM) et
la cage (partie MM). Concernant la partie MM, la cage de tétralactame ne fait pas partie des
structures classiques présentes dans les champs de forces usuels. Deux choix s’offraient donc a
nous : utiliser un champ de forces de type GAFF ou OPLS ou élaborer une méthode efficace
et rapide. Nous avons choisi la derniere option. Les interactions électrostatiques sont souvent
la contribution majeure parmi toutes les interactions. Nous négligeons ici les interactions de
type vdW (dispersion) qui, généralement, ne modifient pas la distribution de charges ni de 1’état
fondamental ni de I'état excité. Un jeu de charges a donc été optimisé afin de reproduire correc-
tement les interactions électrostatiques entre le chromophore et la cage. Nous avons choisi une
procédure itérative pour déterminer les charges atomiques ponctuelles (Atomic Point Charges,
APC) de la cage. La premiere étape consiste a faire un calcul de charges (en QM) sur le squaraine
isolé; les APC de Merz-Singh-Kollman ont été choisies pour reproduire le potentiel électrosta-
tique [193,194]. Ensuite, les APC de la cage sont, a leur tour, calculées en présence des APC du
squaraine obtenues lors de la premiere étape. La fonction d’onde de la cage est donc polarisée
par les APC du squaraine. Dans un troisieme calcul, les APC du chromophore sont a nouveau

recalculées en présence, cette fois des APC de la cage (obtenue lors du second calcul), et ainsi
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de suite ...Les APC de la cage sont donc obtenues de maniere auto-cohérente. Nous nomme-
rons cette procédure Self-consistent Atomic Point Charges (SCAPC) ; les APC de la cage seront
optimales lorsque les modifications de celles-ci entre deux cycles seront inférieures & 107%|e|. De
cette maniere, nous sommes certains que le jeu de charges obtenu pour la cage reproduit bien les
interactions électrostatiques entre les deux structures. Lors du calcul QM:MMgcapc pour évaluer
les transitions verticales, la fonction d’onde du squaraine sera, par conséquent, polarisée par les
SCAPC de la cage de tétralactame. Comme décrit ci-dessus (section 5.1.1), nous avons ensuite
réalisé un calcul QM:MM pour déterminer le A, en prenant en compte la réponse électronique
du solvant a l'aide d’un continuum caractérisé par la constante diélectrique dynamique/optique

(QM:MM:ERS).

5.2.2 Résultats et discussion

Nous allons comparer les parametres géométriques obtenus de maniere théorique pour le
complexe de ST par rapport aux données expérimentales; et ce afin de vérifier que le couple
PBE0/6-31G(d,p) n’induit pas de trop grandes divergences par rapport a la structure cristallo-
graphique. La géométrie joue, en effet, un role important sur le Ayax [256]°.

L’évolution des longueurs de liaisons en passant du squaraine isolé au systeme complexé sera
commentée par la suite. Nous présenterons les résultats des propriétés optiques obtenus en QM
et en QM:MM:ERS. La valeur du A« obtenue pour le complexe ST sera finalement décomposée

en effets : géométriques, électrostatiques et électroniques.

5.2.2.A Analyse de la géométrie

Tout d’abord, la géométrie obtenue apres optimisation en DFT est comparée a la structure
obtenue expérimentalement par rayons-X [250]. La Table 5.1 reprend les parametres géométriques

du colorant, essentiellement les longueurs de liaison selon les notations reprises sur la Figure 5.3.

Nous pouvons y voir que les parametres géométriques du complexe ST obtenus avec PBEQ/6-

3Récemment, nous avons montré sur des systémes contenant une liaison disulfure que la distance entre les
deux atomes de souffre de liaison de type 2centre-3électrons (2c¢-3e) influence fortement le spectre d’absorption
de petits peptides cystéiniques : une variation du Apax de 385 nm & 624 nm pour des distances entre atomes de

soufre allant de 2.73 & 3.19 A [256].
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Distances | squaraine isolé (DFT) complexe ST (DFT) complexe ST (rayons-X) [250]

a 1.225 1.238 1.242

b, b’ 1.470 1.459, 1.465 1.458, 1.468
c 1.408 1.408 1.409

d, d’ 1.414 1.415, 1.413 1.412, 1.414

e, e’ 1.376 1.375, 1.374 1.374, 1.374

f, £ 1.419 1.419, 1.419 1.417, 1.422
g 1.365 1.363 1.362

h, b’ 1.446 1.447, 1.446 1.458, 1.452

Table 5.1: Comparaison entre les longueurs de liaisons en A du colorant obtenues par diverses méthodes.

Voir Figure 5.3 pour la convention des notations utilisées.

31G(d,p) sont similaires a I’expérience. Par exemple, la distance calculée pour C=0 et C-N(Me)
sont respectivement 1.238 et 1.363 A, ce qui est en tres bon accord avec les valeurs expérimentales
de 1.242 A et de 1.362 A. En ce qui concerne le tétracycle central, les longueurs théoriques (1.459
A et 1.465 A) sont totalement comparables aux données cristallographiques (1.458 et 1.468 A)
Les parametres de distance sont également tres bons pour la liaison ¢ située entre le tétracycle
et les phenyls : 1.408 A (théorie) contre 1.409 A (exp.). Les mémes conclusions sont observées
au sein du phényl pour chacune des distances (d, d’, e, €’, f et {’).

Concernant la cage de tétralactame, la distance entre les deux anthracenes est légerement
surestimée par la théorie de 3% par rapport a la valeur expérimentale (7.0 A contre 6.8 A) Les
principales différences entre expérience et théorie proviennent du macrocycle de tétralactame.
La théorie prédit une conformation « chaise » alors que I'expérience montre une structure plus
« flexible ». Néanmoins, les effets dissymétriques de la forme expérimentale sont sans doute diis a
des effets de packing dans le cristal [250]. Cette hypothese a été confirmée par d’autres analyses de
rayons-X réalisées sur des systeémes similaires (squaraine/macrocycle) qui sont dans la majorité
en conformation « chaise » [249, 251]. Pour reproduire correctement l'effet du macrocycle sur
le squaraine , il est important de décrire correctement les distances intramoléculaires de type
liaisons hydrogenes entre le squaraine et le tétralactame. Par exemple, les distances N-H - --
O=C mesurent 1.945 A et 1.937 A. Malheureusement ces valeurs ne peuvent étre comparées a

I’expérience car les atomes d’hydrogene ont été contraints durant I’étude de rayons-X. Une seule
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donnée peut étre directement comparée, la distance N - - - O relative a ces liaisons hydrogenes. Les
résultats théoriques prédisent des longueurs de 2.937 A et de 2.931 A, celles-ci sont plus faibles
et plus symétriques que les données expérimentales (3.005 A et 2.942 A) Cette divergence vient
certainement de l'effet de packing de la structure cristallographique. Dans la référence [249],
deux dérivés similaires ayant une conformation « chaise » possedent des valeurs moyennes plus
courtes pour ces ponts de 2.840 A et 2.904 A.

Apres cette analyse des parametres géométriques sur le complexe ST, nous pouvons affir-
mer que le couple PBE0/6-31G(d,p) donne une structure du complexe en trés bon accord avec
I’expérience et n’induira pas d’artefacts sur le spectre d’absorption.

Observons maintenant les variations géométriques entre le squaraine isolé et sa structure
complexée. Celles-ci sont assez importantes au niveau du tétracycle. La longueur des liaisons
C=0 du colorant est allongée de 0.015 A du fait de l'interaction avec le macrocycle. Les distances
des liaisons du macrocycle sont aussi raccourcies de 0.011 et 0.005 A par la présence de la cage,
rendant ce tétracycle dissymétrique en présence du tétralactame. Les autres parametres ne sont
quasiment pas modifiés par la complexation du squaraine. Les modifications de la géométrie
induites par la complexation sont donc principalement localisées sur la région possédant des
liaisons hydrogenes entre le colorant et le macrocycle. Cette hypothese a été confirmée par une
optimisation du macrocycle isolé, les longueurs des liaisons N-H étaient aussi plus courtes que
dans le complexe (1.009 contre 1.021 A) La valeur de 1.009 A est comparable & la distance N-H

dans un systeme modele comme le N-méthylacétamide (1.01 A) [257].

5.2.2.B Le spectre d’absorption

Apres 'analyse géométrique, des calculs TD-DF'T ont été réalisés sur le chromophore isolé ou
complexé. Les résultats se trouvent dans la Table 5.2. La longueur d’onde d’absorption maximale
pour le squaraine isolé a été calculée & 506 nm avec une force d’oscillateur (f) égale a 1.5. Cette
transition correspond a une excitation de type HOMO-LUMO caractéristique de cette classe de
colorant. Cette valeur théorique est fortement sous-estimée par rapport a la valeur expérimentale
(629 nm [250]), obtenue dans le chloroforme. Un calcul du colorant en solution réduit I’erreur par
rapport a la valeur expérimentale avec un Ay.c= 539 nm. Malgré cela, I’écart reste tres important
(90 nm ou 0.33 V). Or, la TD-DFT reproduit en général tres bien les valeurs d’absorption avec

au maximum des erreurs de 20 nm (0.05 eV)! Dans la suite de ce travail, cette déviation ne



Absorption UV /visible

97

portera pas a conséquence puisque l'objectif de cette étude est de reproduire la variation du
Amax entre le composé isolé et complexé afin de comparer 'effet de complexation de +20 nm

dans le chloroforme.

Systeme Méthode Athéo  \exp ANthéo
Squarain isolé QM 506 —
Squaraine dans CHCl3 QM 539 629
Tétralactame isolé QM 394 -
QM 521 649*% +15 (+ 20)
Complexe ST QM:MMgcapc:ERS 514 +8
QM:MMgcapc 486 -20

Table 5.2: Valeurs des longueurs d’onde d’absorption maximale (Apax) en nm du squaraine isolé, en
solution et complexé. L’astérisque indique que la valeur expérimentales du complexe a été
obtenue dans le chloroforme. La variation du Apax (AAmax) €st obtenue en prenant comme ré-
férence le squaraine isolé. La valeur entre parenthese est le déplacement di a la complexation

obtenue expérimentalement dans le chloroforme.

Le spectre d’absorption de la cage isolée possede une longueur d’onde d’absorption maximale
de 394 nm (f=0.3). Cette valeur est principalement due & la partie conjugée du tétralactame,
c’est-a-dire I'anthracene. D’ailleurs, ce A\« est tres proche de la valeur théorique pour I’anthra-
cene isolé (373 nm, f=0.06) et dans le chloroforme (378 nm, f=0.09). Expérimentalement, un
petit pic d’absorption caratéristique de la signature du spectre vibrationnel des acénes apparait
dans cette région.

Passons maintenant au spectre du complexe ST, la transition permise en TD-DFT se situe
a 521 nm. Les orbitales impliquées (HOMO-2 et LUMO) dans 'excitation sont completement
localisées sur le colorant et non sur la cage. La figure 5.5 montre la densité électronique impliquée
lors de la transition. Il est intéressant de noter que la HOMO-2 possede une plus grande contri-
bution sur I’atome d’oxygene que sur la LUMO. Cela est tout a fait cohérent avec la stabilisation
relative des orbitales frontieres lors de la complexation : -0.39 eV pour 'orbitale occupée et -0.27
eV pour la LUMO. Ces valeurs impliquent que 1’écart entre orbitales occupées et virtuelles est

plus grand pour le complexe ST que pour le chromophore isolé. En DFT, cela induit donc un
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effet hypsochromique incorrect ; par contre dans le formalisme TD-DFT qui prend en compte
la polarisation électronique, 1'effet bathochromique expérimental (+20 nm) est correctement re-
produit (+15 nm). Cette effet de réorganisation électronique est donc crucial dans ce systeme.

Le Apax expérimental du complexe est de 649 nm.

Nous nous sommes ensuite intéressés a 1’origine de ce déplacement de +20 nm en décomposant
le A\ax en plusieurs contributions. En réalisant un calcul sur le chromophore isolé mais avec la
géométrie qu’il possede lorsqu’il est complexé, nous obtenons un A, de 514, ce qui montre un
déplacement bathochromique de +8 nm par rapport au chromophore optimisé en phase gazeuse
(506 nm) et un déplacement hypsochromique de -7 nm par rapport a la structure complexée. Nous
pouvons donc affirmer que la moitié de la variation du A, entre la forme isolée et complexée
du squaraine a pour origine la déformation géométrique.

Le calcul QM:MMgcapc:ERS, incluant notre nouvelle méthode pour prendre en compte la
polarisation électronique de I’environnement, nous indique que nous obtenons un résultat tout a
fait comparable & celui obtenu en TD-DFT sur le complexe ST (514 nm contre 521 nm). Nous
pouvons ensuite décomposer cette valeur de 514 nm. En utilisant simplement le jeu de charges
optimisé (QM:MMgcapc) pour modéliser la cage de tétralactame, nous obtenons une longueur
d’onde de la transition de 486 nm! Cette valeur entraine un déplacement hypsochromique inat-
tendu par rapport a la valeur du squaraine isolé. Cela signifie que la contribution électrostatique
de la cage n’est pas responsable du déplacement bathochromique observé . Lorsque le modele
inclut la polarisation électronique de la cage (QM:MMgcapc:ERS), un déplacement bathochro-
mique de +8 nm par rapport au chromophore isolé est obtenu ; I'effet bathochromique est donc
bien reproduit. Ce cas montre clairement qu’il ne suffit pas de décrire correctement les effets
électrostatiques de I'environnement, mais qu’il faut également prendre en compte la contribu-
tion électronique. Dans ce cas, un déplacement bathochromique entre les A, QM:MMgcapc
et QM:MMgcapc:ERS de +28 nm est observé. La prise en compte de 'ERS permet de contre-
balancer totalement I'effet électrostatique qui induit un déplacement contraire (hypsochromique)
au déplacement souhaité (bathochromique). La polarisation électrostatique de 1'état fondamen-
tal, habituellement utilisée en QM-MM, n’est pas suffisante pour reproduire le spectre d’absorp-

tion de ce complexe.

4Un calcul du chromophore dans sa géométrie optimisée dans le complexe a été effectué en présence d’un

continuum caractérisé par €,,=1.776. Nous obtenons une valeur de 541 nm (f=1.73).
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5.2.3 Conclusion

La DFT nous a fourni une géométrie du complexe en bon accord avec la structure expéri-
mentale obtenue par rayons-X. La TD-DFT reproduit correctement I’effet de la complexation du
squaraine par une cage de tétralactame (+15 nm contre expérimentalement +20 nm). La moitié
de ce déplacement provient des variations de la géométrie du squaraine suite a la complexation
par le tétralactame. A Taide de la méthode hybride QM:MM, un jeu de charges déterminé spé-
cifiquement pour modéliser I'’environnement ne suffit pas; il est crucial de prendre en compte la
polarisation électronique de la cage de tétralactame. L’approche QM:MM:ERS que nous propo-
sons a donc pu étre validée, reproduisant bien l'effet de la complexation bathochromique (+8
nm). Alors méme qu’'un calcul tout quantique est faisable, 'apport d’une analyse QM:MM est
demontré puisqu’une information importante sur la contribution relative des effets géométriques
et électrostatiques est clairement obtenue. Les propriétés optiques issue de notre méthodologie
se sont montrées similaires au calcul tout QM avec un écart de seulement 7 nm (514 nm contre

521 nm).

5.3 Les protéines fluorescentes

NE grande partie de cette these a été consacrée aux spectres d’absorption des protéines
U fluorescentes (FP). Les protéines fluorescentes comprennent trois grandes classes : les rho-
dopsines, les protéines photoactives jaunes (PYP, Photoactive Yellow Protein) et les protéines
fluorescentes vertes (GFP, Green Fluorescent Protein). Nous nous sommes particulierement in-
téressés aux protéines de la famille des GFP. Comme son nom l'indique, la GFP est une protéine
ayant la propriété d’émettre une fluorescence dans le visible de couleur verte. C’est Shimomura
en 1962 qui I'a extraite d’'une méduse de la famille des Aequorea victoria [258]. Une caracté-
ristique des GFP est qu’elles acquierent leur propriété de fluorescence d’elles-mémes. Aucune
enzyme ne leur sont nécessaire, seul 'oxygene est essentiel a la formation de son site chromo-
ou fluorophore. L’introduction du gene de la GFP dans une cellule permet d’observer ensuite
la fluorescence verte de la protéine sous un éclairage bleu. Dans les années quatre-vingt-dix, la
GFP a pu étre clonée et exprimée dans d’autres organismes que les méduses Aequorea victo-
ria [259,260]. Ces protéines ne sont pas toxiques pour la cellule et deviennent tres rapidement

un outil de choix dans I’étude des processus biologiques des cellules ou des organismes vivants.



100 Absorption UV /visible

Les images de fluorescence obtenues ouvrent diverses possibilités pour 'usage des GFP en tant

que marqueurs ou senseurs biologiques (concentration en ions, détection du pH, ...) [260-262].

De nombreuses mutations ont été effectuées, notamment par le groupe de Roger Tsien, pour
améliorer le temps d’émission de la fluorescence, son éclat, sa stabilité mais aussi 1’élargissement
du spectre d’absorption/émission des GFP [263]. La large gamme de colorations actuellement
offerte par tous les mutants de la GFP permet d’observer des processus de protéines différentes
simultanément. Une des applications des GFP est le FRET (Fdérster Resonance Energy Transfer)
ou le controle des protéines fluorescentes acceptrices ou donneuses est esssentiel lorsque deux
especes sont proches l'une de 'autre [264,265]. L'importance de ces développements explique
que dans le monde biologique les protéines fluorescentes se sont imposées. Certaines protéines
fortement dépendantes de leur environnement peuvent changer de couleurs durant le processus
observé, voire méme clignoter! L’importance de la découverte de GFP et de ses avancements
a été saluée par un prix Nobel en octobre 2008 remis a Osamu Shimomura, Martin Chalfie et

Roger Tsien [266-269] °.

Une particularité des GFP et de ses nombreux mutants est que le chromophore fait partie
intrinsequement de la chaine d’acides aminés. En 1979, Shimomura suggéra la structure du
chromophore de la GFP, simplement par analogie avec le spectre de la luciferine qu’il avait
étudié auparavant [270]. Cette structure fat confirmée en 1993 par Cody et collaborateurs [271].
Le chromophore de la GFP est composé de trois acides aminés (résidus 65 a 67) formés suite a
un mécanisme en trois étapes suggéré par Tsien pour le chromophore de la GFP sauvage (Ser65-
Tyr66-Gly67) : cyclisation, déshydratation et oxydation [265]. Ce mécanisme est explicité sur
la Figure 5.8. L’étape préliminaire de repliement des trois acides aminés est toujours sujet a
débat [272-278]. Toutes les variantes de la GFP sont donc modifiées par i) des mutations au
sein du chromophore ou ii) des mutations dans son environnement proche ou lointain. Le résidu
66 est toujours un acide aminé qui possede un cycle conjugué de type tyrosine (Tyr), histidine
(His), phenylalanine (Phe), tryptophane (Trp). Une autre mutation réguliere est celle de la sérine
(Ser) en position 65 par une thréonine (Thr). La mutation du résidu 65 ainsi que les mutations

de résidus tres proches du chromophore aident essentiellement a la formation du chromophore.

®Le site internet de M. Zimmer http ://www.conncoll.edu/ccacad/zimmer/GFP-ww/GFP-1.htm.
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Figure 5.8: Voici le mécanisme de réaction de la formation du chromophore de la GFP proposé par
Tsien [265,272]. Selon la nature du résidu 65, sérine (Ser) ou thréonine (Thr), R; sera un

hydrogene ou un méthyle. La GFP sauvage possede le chromophore Ser65-Tyr66-Gly67.

Le chromophore est lié de maniere covalente a une hélice a qui est, elle-méme située au
centre d'un tonneau de feuillets 3 anti-paralleles. Cette structure est donc tres rigide. Une seule
irrégularité est présente dans ce tonneau de feuillets /3. Elle se situe entre les feuillets 7 et 8 [279].
L’écart entre ces deux feuillets est plus grand ce qui empéche la formation de liaisons hydrogenes

entre les deux feuillets et permet le passage de molécules d’eau [280].
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Figure 5.9: Conformation majeure de la ECFP. Le chromophore est en représentation boule et baton,
la structure secondaire de type feuillets-5 est en jaune, les motifs de type hélice-a en bleu

et les parties sans structure en blanc.

Les protéines de la famille des GFP sont dites photoactives. Ce sont des interrupteurs ir-
réversibles, capables d’émettre de la lumiere une fois sur un temps court mais de maniere tres
intense. Ces structures passent d’un état non-coloré a un état coloré une seule fois. Récemment,
une nouvelle classe de protéines fluorescentes a été découverte. Celles-ci sont des interrupteurs
réversibles : elles peuvent passer un certain nombre de fois d'un état fluorescent a un état
non-fluorescent ou inversément. Les plus connues sont la Dronpa [281,282], 'asFP595 [283],
I'EosFP [284] et I'IrisFP [285]. Les mécanismes qui rendent possible la réversibilité sont des
échanges de protons et/ou des isomérisations.

Apres cette présentation générale sur les GFP, nous allons décrire les propriétés spécifiques
liées a la protéine fluorescente qui a fait I'objet de cette étude : la ECFP (Enhanced Cyan

Fluorescent Protein).

5.3.1 La protéine ECFP

La CFP (Cyan Fluorescent Protein) est souvent nommée ECEFP (Enhanced Cyan Fluorescent

Protein) grace a son rendement quantique de fluorescence élevé [286]. Par rapport a la GFP sau-
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vage (wt-GFP), elle possede une mutation au sein de son chromophore Tyr66Trp et quatre autres
mutations au niveau de l'environnement (Phe64Leu, Asnl1461le, Met153Thr, Vall63Ala)° [286].
Le chromophore de la ECFP est le Thr65-Trp66-Gly67 (Figure 5.10). La structure cristallo-
graphique de cette protéine a été définie en 2003 par Huyen Bae et collaborateurs [287]. Cette
équipe souhaitait trouver une FP qui ne s’agrége pas et qui avait des propriétés de brillance
plus importantes que les autres. Ils ont ainsi mis au point trois protéines qui se différencient par
« simple » addition d’un groupement fonctionnel sur le Trp66 du chromophore. Nous étudierons
ces mutations dans la section 5.3.5.

En 2002, grace a une étude expérimentale de RMN du °F, le groupe de Seifert a détecté
la présence de deux conformations [288]. En obtenant la résolution de la structure des rayons
X, Huyen Bae et collaborateurs ont pu quantifier le rapport entre ces deux conformations :
60% pour la conformation dite majeure et 40% pour la mineure. La Figure ci-dessous montre les
principales différences entres ces deux conformations. Il s’agit de deux résidus (Tyr145 et His148)
qui sont positionnés a 'intérieur ou a l'extérieur du tonneau de feuillets (3 selon la conformation.
Ces deux acides aminés sont situés dans la crevasse formée par les feuillets 3 7 et 8. Dans la
conformation majeure, la Tyr145 et I'His148 se trouvent respectivement (en bleu sur la Figure
5.11) a l'intérieure et a 'extérieure du tonneau de feuillets 3. La zone extérieure au tonneau de
feuillet 5 est la partie exposée au solvant. Dans l'autre conformation (mineure), c’est 'inverse
(en rouge sur la Figure 5.11). Le spectre d’absorption de la protéine ECFP présente un pic
relativement large, présenté souvent comme un double pic de 434 et 452 nm [287]. Celui-ci est
peu dépendant du pH. La premiere hypothese proposée pour expliquer le double pic a été la
présence de deux conformations chez la ECFP. Cela a été réfuté plusieurs fois notamment par
la mutation des deux résidus [288] et par des études de dynamique moléculaire [280]. Les effets
de la mutation du chromophore dans la conformation majeure seront étudiés.

La ECFP est tres souvent utilisée pour le FRET comme donneur, 'accepteur étant la YFP
(Yellow Fluorescent Protein). Cependant, en plus de la présence d’un double pic, la ECFP pos-
sede d’autres désavantages comme un rendement quantique bas (0.4), un coefficient d’extinction

molaire faible et un petit temps de fluorescence (2.5 ns a pH basique et 1.5 ns a pH acide). En

6La notation conventionnelle utilisée pour les mutations est la suivante : les trois premieres lettres désignent
le nom de I'acide aminé muté, le nombre sa position dans la séquence de la protéine et les trois dernieres lettres
indiquent le nom de I'acide aminé mutant. Dans cette these, le code a trois lettres décrivant les acides aminés a

été préféré pour plus de clarté. La structure de ces acides aminés se trouve en Annexe B.
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2004, Rizzo et al. ont souhaité améliorer les propriétés de la ECFP pour le FRET. En partant
de I’hypothese de départ qu’il y a un transfert d’énergie entre les deux conformations de la
ECFP, donc une perte du signal lors du FRET, la mutation de Tyr45 et/ou 1'His148 par un
résidu hydrophile ne produirait plus qu’une seule conformation, la conformation majeure. Ils ont
donc muté trois résidus (Ser72Ala, Tyr145Ala et His148Asp) et nommé cette protéine la Cérulan
(code pdb : 2Q57). Elle montre effectivement un rendement quantique 1.7 fois plus élevé et un
coefficient d’extinction molaire 1.5 fois plus grand (donc plus brillante) cependant le double pic
est toujours présent [289]. En 2007, la structure cristallographique de la Cérulan a été résolue et
a surpris sur plusieurs points : sa structure est similaire a la conformation mineure (His148 Asp
vers l'intérieur) et le chromophore se trouvait en configuration cis [290].

Quelques études théoriques menées par des groupes francais ont porté sur les FP. Le groupe
d’Isabelle Demachy a publié un papier en 2005 qui contenait une étude de dynamique moléculaire
et I’évaluation du A, & l'aide de la mécanique quantique pour toute une série de snapshot du
chromophore extrait de la dynamique. Toujours dans ce groupe, G. Vallverdu a réalisé une étude
de dynamique sur le chromophore de la GFP dans son état excité [291] et ensuite a étudié
le sujet délicat des effets de pH de la Cérulean lors d’une collaboration expérimentale [292].
Parallelement, M. Lelimousin a mené une étude de dynamique moléculaire sur la Cérulean [293]

en collaboration étroite avec le groupe d’expérimentateur de Grenoble qui a découvert IrisFP.

L’enjeu de cette étude sur la ECFP est de plusieurs ordres :

1. Tester et utiliser les récents développements concernant la coupure au niveau de la liaison

peptidique (voir section 5.3.3.A).

2. Réaliser des calculs QM /MM sur ces protéines. Les études de spectres d’absorption réalisées

sur ces protéines ont, en effet, souvent été limitées au chromophore (voir section 5.3.3.A).

3. Utiliser le modele simple mis au point pour de prendre les effets de la réponse électronique
de Tenvironnement de maniere isotrope, le QM/MM:ERS, (voir section 5.3.4) et ainsi

observer I'importance de la réponse électronique.

4. Décomposer la longueur d’onde d’absorption maximale (Ap.x) en différentes contributions

physiques afin de déterminer 1’origine physique de la valeur du A, obtenu.

5. Observer I'influence de la mutation du chromopore de la ECFP sur le spectre d’absorption

UV /visible (voir section 5.3.5).
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La section suivante reprend tous les détails méthodologiques employés lors des calculs de type

QM, QM /MM et dynamique moléculaire pour réaliser ces études.

5.3.2 Meéthode utilisée pour les FP

Tout d’abord, le chromophore isolé de la ECFP a été considéré. Celui-ci a été saturé comme
indiqué sur la Figure 5.12 par les groupements amine (-NHs) et aldéhyde (-C(=O)H). Le niveau
de théorie QM choisi pour optimiser la géométrie est B3LYP/6-311G(d,p) ; alors que les huit
premiers états excités ont été calculés a l'aide de la TD-DFT, et plus précisément au niveau
de théorie TD-B3LYP/6-311+G(2d,p). B3LYP est actuellement la fonctionnelle la plus utilisée
parce qu’elle décrit correctement la géométrie des structures. Plusieurs études menées notamment
par Olivucci sur ces protéines utilisent des méthodes hautement corrélées et plus cheres en temps
de calcul (CASPT2//CASSCF ou EOM-CC) [87,294-296]. Celles-ci utilisent par conséquent des
fonctions de bases atomiques plus restreintes (souvent double-(¢). Le formalisme IEF-PCM (In-
tergrated Equation Formalism-PCM) [141] a aussi été employé lorsque le chromophore est placé
en solution ainsi que pour les calculs QM/MM:ERS afin de modéliser I'ERS via un continuum
caractérisé par une constante diélectrique dynamique (€ = €,=1.779).

Le chromophore étant lié de maniere covalente a son environnement, nous avons testé l'effet
de la coupure sur le chromophore modele (Figure 5.12). Deux positions distinctes pour la cou-
pure ont été testées a I’aide des approches LSCF/+1, LSCF/+3, LSCF /43,45 et HLA. Nous
renvoyons le lecteur a la section 4.3.2 pour tous les détails concernant les différentes approches.
Pour localiser les SLBO, le critere de WP a été employé sur des systemes modeles contenant
la liaison d’intérét [222,223]. Nous verrons dans la premiére partie des résultats quelles sont les
deux positions de la coupure testées ainsi que la méthode que nous avons sélectionnée pour les
calculs sur la protéine entiere.

Concernant le traitement de la protéine fluorescente entiere, les méthodes hybrides QM /MM
sont parfaitement adaptées. Le chromophore absorbant de la lumiere sera décrit au niveau quan-
tique tandis que son environnement a l'aide de la MM. Le niveau de théorie QM est celui cité
ci-dessus, I’environnement sera quant a lui décrit par le champ de forces classiques Amber99 [164].
Les effets de vdW pour tout le systeme ont été considérés étant donné que chaque atome décrit
en QM a été assigné d’un type d’atome du champ de forces Amber99. La structure de départ est

la structure cristallographique des deux conformations de la ECFP (code pdb 10XD-majeure
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et 1OXE-mineure). Les atomes d’hydrogene ont été ajoutés avec le module tleap du programme
Amber9 [297]. La position de ces atomes d’hydrogene a ensuite été minimisée par le programme
minimize de Tinker4.2 [298]. Lors des calculs QM /MM, le chromophore est traité en QM (Thr65-
Trp66-Gly67), les deux résidus suivants (Leu64 et Val68) sont décrits en MM et sont relaxés
lors de T'optimisation de la géométrie, le reste de la protéine étant gelé. Nous avons examiné
deux approches. Dans la premiere, aucune molécule d’eau n’a été considérée lors des calculs
QM/MM ; dans une seconde, les molécules d’eau dans un rayon de 4 A autour du chromophore
ont été prises en compte. Celles-ci ont été relaxées comme la Leu64 et Val68 lors de 'optimisa-
tion. Cette étude sur la ECFP a été ménée sur les deux conformations (majeure et mineure).
Les effets de la mutation (section 5.3.5) n’ont été considérés que sur la conformation majeure

parce que cette conformation est celle de la plupart des protéines fluorescentes.

Les simulations de dynamique moléculaire ont été réalisées avec le logiciel NAMD [299] dans
les conditions canoniques (NVT) durant 4 ns avec un pas de temps de 0.2 fs. Au préalable,
nous avons minimisé les structures cristallographiques et relaxé les molécules d’eau durant 200
ps. La taille de la boite d’eau est définie de telle sorte que la distance entre la protéine et les
murs soit de 8 A. La charge globale du systeme étant négative, nous avons neutralisé le systeme
par six contre-ions Na™. Nous avons considéré que les systemes étudiés se trouvaient a un pH
neutre. Des lors, les résidus aspartate et glutamate ont été déprotonés tandis que les acides
aminés lysine et arginine sont protonés [300]. Les parametres du champ de forces Amber99 ont
été choisi pour ’ensemble de la protéine. Cependant, quelques parametres ont du étre ajoutés
afin de décrire correctement le chromophore. Nous avons utilisé les parametres de la glycine et
de la thréonine pour les résidus Gly65 et Thr67 du chromophore. La partie indole du Trp66 a elle
aussi des parametres similaires a ceux présents dans le tryptophane. Les parametres spécifiques
de Iimidazolinone et du pont éthylénique sont tirés de la publication de N. Reuter [301]. Les
parametres manquants ont été ajoutés en utilisant le champ de forces GAFF [165]. Le jeu de
charges du chromophore a été calculé pour chaque chromophore considéré a ’aide du logiciel
RESP [197]. Pour les dynamiques moléculaires, le RMSD (Root Mean Square Deviation) sur la
protéine (sans les atomes d’hydrogene) par rapport a la structure cristallographique est inférieur
A 1.5 A. Cela indique que la structure est tres rigide, comme attendu. La structure moyenne
(cristallographique) est, par conséquent, un excellent point de départ pour I'optimisation de la

géométrie en QM /MM.
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Enfin, similairement a 1’étude du complexe ST, nous avons décomposé longueur d’onde d’ab-
sorption maximale en trois contributions physiques. Pour cette étude sur les FP, cette décom-

position sera systématique, la section suivante ’explicite.

5.3.2.A Décomposition des propriétés optiques

La décomposition de la longueur d’onde d’absorption donne de précieuses informations sur les
effets chimiques et physiques cachés derriére le spectre d’absorption des chromophores (cf. section
5.2.2.B). Nous allons ici montrer comment cette décomposition est réalisée rigoureusement. Le

Amax €st scindé en quatre contributions physiques :

)\max — )\max(QM) 4 A)\géom + A)\élec + A)\ERS

max max max

Ces quatre termes sont décrits ci-dessous 7 :

ERS

e di a la réponse électro-

e La derniere contribution correspond a la variation du A\

)\ERS

max

nique de I'environnement (

LSCF/MM:ERS et le calcul LSCF/MM, et ce, dans la géométrie optimisée en LSCF /MM

). Celle-ci est calculée en faisant la différence entre le calcul

ANERS — AN (LSCF /MM : ERS) — Amax(LSCF/MM) (5.8)

max

e La variation du Ay, dii & la présence des charges ponctuelles de I'environnement (AX)

est calculée en soustrayant la valeur du Ay, obtenue en LSCF /MM et celle obtenue lorsque
les charges ponctuelles de la partie MM sont posées a zéro (LSCF/MM noEE?) ; toujours
dans la géométrie LSCF/MM.

AN — AN pax (LSCF /MM) — Apax (LSCF /MM noEE)

max

e La modification de la longueur d’onde d’absorption maximale due aux déformations géo-

géom

geom) egt, calculée en faisant la différence entre le résultat

métriques du chromophore (AX

LSCF/MM noEE et celui obtenu sur le chromophore en tout QM.

AN — AN ax (LSCF /MM noEE) — Apax (QM)

max

e Le premier terme de I’'Eq. (5.8) est simplement la longueur d’onde d’absorption maximale
calculée en tout QM sur le chromophore isolé et saturé par des atomes d’hydrogene (voir

Figure 5.10)

"La séparation en terme géométrique et électrostatique provenant d'un calcul LSCF /MM, la géométrie obtenue

est optimisée en présence de I’ Electrostatic Embedding
8noEE signifie que 1’ Electrostatic Embedding ne sera pas pris en compte.
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5.3.3 Le chromophore de la ECFP isolé

Premierement, nous avons réalisé une série de calculs quantiques sur le modele du chromo-
phore de la ECFP. Un grand nombre de publications sur les FP sont menées uniquement sur
le chromophore. Ce chromophore étant soit en phase gaz ou mieux en solution [295,296, 302].
Comme signalé précédemment (section 5.1), plusieurs études prétendent « reproduire » ou s’ap-
procher de la tendance de I'environnement sur les propriétés optiques par une solution aqueuse
ou par un continuum possédant une constante diélectrique entre 4 et 20 reproduisant la constante
diélectrique au sein d’une protéine.

Les modeles de continuum, tres souvent utilisés, sont totalement isotropes et ne reproduisent
pas les interactions spécifiques entre soluté et solvant. Or, ces chromophores sont entourés par
des acides aminés ou des molécules d’eau formant un réseau de liaisons hydrogenes complexes
autour de lui. La Table 5.3 reprend les valeurs de A, du chromophore de la ECFP en phase
gazeuse et placé dans des continua de différentes constantes diélectriques. Par rapport au Apax
obtenu en phase gaz, il y a systématiquement un déplacement vers les grandes longueurs d’onde
(solvatochromisme positif) lorsque le chromophore est placé dans un continuum caractérisé par
des constantes diélectriques de plus en plus grandes. Plus le chromophore se trouve en milieu po-
laire, plus la longueur d’onde d’absorption augmente. Le milieu stabilise les orbitales impliquées
dans la transition électronique. Cette excitation électronique est de caractere m* «— 7 (nous ver-
rons ces orbitales par apres). Parmis ces différents milieux isotropes, nous remarquons qu’aucune
valeur de \.x n’approche la valeur expérimentale du chromphore dans la protéine de 434-452
nm, bien qu’ils améliorent quelque peu le Ay, en phase gazeuse (391 nm) du chromophore isolé.
Le modele du chromophore isolé ainsi que le remplacement du milieu protéique complexe par un
milieu isotrope ne suffisent pas pour approcher la longueur d’onde d’absorption expérimentale
du chromophore. Il est donc nécessaire de prendre en compte I’environnement de maniere cor-
recte, a l'aide de méthode hybride QM /MM. Les chromophores de la famille des GFP sont liés
de maniere covalente au reste de la protéine. La premiere étape, avant de traiter I'entiereté de
la protéine en QM/MM, est de positionner correctement les coupures entre la partie QM et la
partie MM de fagon a ce que les coupures n’entrainent pas d’artefacts (géométriques ou sur le
propriétés étudiées). La section suivante est donc dédiée aux effets de la position des coupures.
Deux sites de coupure possible ont été testés sur plusieurs chromophores de la famille des GFP

afin d’étre certain que les coupures ne tronquaient pas les propriétés géométriques et optiques
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Modele € Amax
Gaz 1.0 391 (0.6)
« Protéine » 4.0 404 (0.7)
20.0 408 (0.7)
(0.7)

Eau 78.4 409

Expérience [287] 434-452

Table 5.3: Longueur d’onde d’absorption (Apax) du chromophore de la ECEFP (voir Figure 5.10) en fonc-
tion du milieu considéré. Les forces d’oscillateur de la transition électroniques observées sont
indiquées entre parenthése. Le milieu est modélisé par un continuum de diverses constantes

diélectriques.

du chromophore.

5.3.3.A L’effet de la coupure en LSCF/MM

Contrairement au complexe ST, le chromophore (QM) est 1ié de maniere covalente au reste de
la protéine. Il est donc nécessaire de tester la position de la coupure QM /MM ainsi que 'approche
utilisée. Nous nous sommes centrés essentiellement sur le chromophore de la ECFP. Une maniere
d’observer si la position de la coupure n’induit pas de trop importants artefacts est d’étudier
les parametres géométriques, ainsi que la propriété étudiée, la longueur d’onde d’absorption
maximale. Les propriétés de référence seront celles calculées en QM sur le chromophore modele
en phase gazeuse. Ce chromophore a été saturé par des atomes d’hydrogene (voir Figure 5.14). Les
premieres coupures testées se trouvent directement sur les deux liaisons voisines a I'imidazolinone
(Figure 5.14 (a)). Cette coupure a été testée avec le LSCF/+1 [5] et son potentiel de liaison
frontiere entre les atomes N(sp3)-C(sp3) et C(sp2)-C(sp3) ainsi qu’avec le LSCF/+3 [7,10] et
avec le HLA (Hydrogen Link Atom). Les SLBO positionnées sur ces deux liaisons ont été obtenues
sur le systeme modele de I'imidazolinone incluant les deux liaisons d’intéréts (cf. Figure 5.15 (a)).
Ces deux coupures impliquent une reparamétrisation des charges de la partie MM (en bleu sur
la Figure 5.14 (a)). Ces charges ont été obtenues a 'aide du logiciel RESP ou trois contraintes
ont été imposées simultanément : a) la charge globale du systeme doit étre nulle, b) la charge

de la partie MM Glycine67 est nulle et c) la charge de la partie MM thréonine65 est nulle. Le
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traitement en HLA implique en plus, une redistribution de la charge du premier atome MM sur
ses voisins directs (redistribution de type Z1) °.

Les parametres géométriques et optiques sont repris dans la Table 5.4. Nous comparons ces
résultats aux calculs obtenus en QM.

D’un point de vue géométrique, le LSCF/+1 raccourcit la liaison qui a été coupée, princi-
palement celle coupant les deux atomes de méme nature. Le LSCF/+3 et le HLA donnent des
résultats relativement similaires concernant les parametres géométriques. Concernant les pro-
priétés optiques, le LSCF /41 indique le plus grand écart par rapport a la valeur obtenue en QM
(-10 nm). Le LSCF /43 fournit une excellente valeur de 388 nm, avec un déplacement hypsochro-
mique de seulement 3 nm par rapport 391 nm obtenu QM. Le A, obtenu en HLA est par contre
plus élevé de 4 nm (395 nm). Cette premiére coupure proche de I'imidazolinone présente des ré-
sulats en meilleur accord avec le calcul QM pour les approches LSCF/+3 et HLA. Cependant,
la présence d’'une SLBO aussi proche du site conjugé peut entrainer certains artefacts.

Nous avons positionné, ensuite, la coupure au niveau des liaisons peptidiques (Figure 5.14
(b)), seuls six atomes se trouvent dans la partie MM. La SLBO a été déterminée sur le N-
méthylacétamide (Figure 5.15 (b)). Nous avons utilisé les récents développements de P.-F. Loos
et X. Assfeld, le LSCF /43,45 [9]. Cette méthode a le grand avantage de ne pas devoir redistribuer
les charges dans les protéines puisque les coupures peptidiques sont des coupures naturelles des
acides aminés. Par rapport aux bons résultats du traitement en LSCF /43 ou HLA, la géométrie
du chromophore est exactement la méme ainsi que la valeur de la longueur d’absorption.

L’excitation électronique impliquée dans cette transition est de type 7* «— . La Figure 5.16
montre la densité electronique. Nous pouvons observé que les énergies sont totalement similaires
entre le calcul QM complet et le calcul LSCF/+3,4-5.

Nous avons réalisé les meémes tests de validité de la coupure sur d’autres chromophores issus
de la famille des FP. Ces chomophores sont repris dans la Figure 5.17. La propriété étudiée est la
longueur d’onde d’absorption. Ces données sont reprises dans la Table 5.5. La longueur d’onde
d’absorption est fortement affectée lorsque la méthode du LSCF /41 est employée avec des écarts
de 20 a 7 nm. La référence est toujours le calcul obtenu en QM. Nous pouvons y voir que, dans
quasiment tous les cas le LSCF /+3 donne des valeurs de Ay« relativement éloignées de la valeur

de référence obtenue en QM alors que les quantités obtenues par le LSCF /43,45 sont en total

9Nous avons testé deux redistributions Z1 et Z2.
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Modeles Distances Angles diedres  Apax
Cim-C Nim-C C(O)ay-N(H)  N(H)rn-C(O) ¥ T Amax
QM 1.52 1.46 1.36 1.36 -6.65 -1.32 391 (0.59)
LSCF/+1 145 147 1.33 1.33 -1.55  0.17 381 (0.48)
LSCF/+3 156 151 1.32 1.34 -1.37  -0.21 388 (0.51)
HLA 151 145 1.32 1.34 -1.81  -0.29 395 (0.48)
LSCF/+3,45 1.51 1.46 1.42 1.36 -247  -0.21 388 (0.61)

Table 5.4: Distance en A, angles diédre en” des frontiéres QM/MM pour les deux modeles. Le LSCF/+1, le LSCF/+3 et le HLA ont été testés

sur le modele (a) de la Figure 5.14, le second sous-bloc reprenant les valeurs pour le LSCF/43,45 et pour le HLA ont été testés

sur le modele (b) de la méme Figure. La derniere colonne reprend les longueurs d’onde d’absorption maximale (Apax). Les forces

d’oscillateur sont entre parenthese. Niveau de théorie :TD-B3LYP/6-311+G(2d,p)//B3LYP/6-311G(d,p)
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accord avec ces valeurs de référence a quelques nanometres pres.

Tout au long de ce travail sur les FP, nous avons donc choisi la coupure au niveau de la
liaison peptidique pour des raisons pratiques mais aussi parce que la coupure en LSCF/+3
pourrait inclure des artefacts diis aux positions des SLBO tres proches du systemes conjugés
du chromophore. Nous rappelons que la méthode HLA n’est pas idéale si la coupure est située
au niveau de la liaison peptidique ; cela induit une certaine instabilité dans la fonction d’onde
parce que la liaison est fortement polarisée [205]. Une fois ce travail préliminaire sur un systéme

modele réalisé, nous allons maintenant pouvoir considérer I’ensemble de la protéine.

5.3.4 Spectre d’absorption des deux conformations de la ECFP

La Table 5.6 reprend les valeurs importantes que nous avons obtenues en LSCF /MM et en
LSCF/MM:ERS. Dans un premier temps, nous allons considérer les conformations majeure et
mineure de la ECFP pour un systeme qui ne contient aucune molécule d’eau. La premiere obser-
vation est que la considération de la protéine entiere en LSCF /MM entraine une augmentation
de la longueur d’onde d’absorption maximale par rapport au calcul QM. Ce déplacement vers le
rouge permet d’approcher étroitement la valeur expérimentale (434-452 nm). Par exemple, sur
les conformations majeure et mineure de la ECFP, nous obtenons respectivement des .. de 425
nm et de 426 nm. Ces deux valeurs sont tres éloignées de la valeur obtenue sur le chromophore
modele en LSCF/MM (388 nm) mais sont seulement & 10 nm de la valeur expérimentale. Lors-
qu'un continuum caractérisé par une constante diélectrique dynamique/optique est ajouté afin
de décrire la réponse électronique de I'environnement (en plus des effets électrostatiques et de
van der Waals), nous avons découvert que plusieurs transitions électroniques (Ayax) possédaient
des forces d’oscillateur non négligeables (de 0.12 a 0.18). Cela est d’autant plus étonnant que
certaines de ces transitions n’apparaissent pas lors du calcul LSCF/MM. Les excitations élec-
troniques prédites en LSCF/MM impliquent principalement des orbitales 7 et 7* (voir Figure
5.16).

En LSCF/MM:ERS, plusieurs autres orbitales de plus basses énergies participent a l’excita-
tion avec des coefficients de mélange de 'ordre de 0.3. Par conséquent, les deux orbitales 7 et
7% sont aussi impliquées dans d’autres excitations. Le champ de réaction créé par le continuum
modifie les coefficients de mélange des excitations ou interviennent les orbitales 7 et 7* respon-

sables de 'excitation électronique. Cela résulte en une augmentation de la force d’oscillateur.
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Protéines Chromophores Amax (QM) Amax (LSCF/MM) AP
LSCF/+1 LSCF/+3 LSCF/+3,+5

ECFP Thr65-Trp66-Gly67 391 381 388 388 430-440
GdFP Thr65-Trp66(-NHs)-Gly67 456 436 439 457 466

BFPF Thr65-Phe66-Gly67 360 353 378 356 355-360
GFP(p,d) Thr65-Tyr66-Gly67 372,415 360,409 384,476 371,431 392,414

Table 5.5: Apax en nm de chromophores extraits de la famille des AvEP (Figure 5.17); les deux formes de la GFP sont indiquées par p

(protonée) et d (déprotonée). Les résultats QM sont obtenus en phase gazeuse. Les approches LSCF/+1, LSCF /43 sont testées sur
le modele a gauche de la Figure 5.14 et sur le modele LSCF/+3,5 (& droite de la figure).
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Conformations Parametres géométriques Amax
d(Cy-C—b) d(Cp-Cil) ¢ T LSCF/MM LSCF/MM:ERS
Majeure 1.43 1.37 -0.63  -0.66 425 (0.41) 426 (0.38)
436 (0.18)
447 (0.12)
Mineure 1.43 1.37 6.34 -0.97 426 (0.30) 427 (0.43)
445 (0.22)
Majeure + eau 1.42 1.35 7.10 -2.54 405 (0.44) 419 (0.44)
468 (0.18)
Mineure + eau 1.44 1.36 0.11 -1.06 406 (0.49) 413 (0.64)
398 (0.08)*
Expérience [287] 434-452

Table 5.6: Les parametres tels que les distances des deux liaisons formant le pont en A et les angles
diedres en”de conformations majeure et mineure de la ECFP sont repris (cf. Figure 5.12). Les
valeures des longueurs d’onde d’absorption maximale (Apax) obtenues & 1’aide du LSCF /MM
et du LSCF/MM:ERS se trouvent dans la table. Les valeurs entre parenthese sont les forces
d’oscillateur associées a la transition électronique. L’astérisque indique la présence d’une

forte contribution de I'excitation 7* <« n avec un coefficient de mélange de 0.64
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Dans un premier temps, nous avons pensé que ce phénomene pourrait étre a 1’origine du double
pic présent dans le spectre d’absorption expérimental de la ECFP. Nous verrons ci-apres que ce
n’est pas le cas. Dans la Table 5.6, pour les deux systemes sans molécule d’eau, nous observons
que les valeurs de Ap.x obtenues en LSCF/MM:ERS et qui possedent les plus grandes forces
d’oscillateur (426 nm et 427 nm) sont tres poches des valeurs obtenues en LSCF/MM.

En plus de l'effet électronique tres faible (+1 nm), le Apay est décomposé (voir section 5.3.2.A)
afin de pouvoir décrire quelles sont les origines des valeurs obtenues en LSCF/MM:ERS ainsi
que leurs contributions respectives. Pour rappel, les trois contributions de ’environnement sont
de type géométrique, électrostatique et électronique. La Table 5.7 reprend ces contributions.

Pour la conformation majeure, le passage du chromophore en phase gaz a son environnement

Conformations — Apax(QM) Agéom - \élec  \ERS

Majeure +19  +15  +I
+11
+22

Mineure +34 +1 +1

391 -1

Majeure + eau +52 38 +14
+63

Mineure + eau +31  -16 +06
8%

Table 5.7: Cette Table reprend les contributions physiques de la longueur d’onde d’absorption en nm.
Cette décomposition du Apax est explicitée dans la section 5.3.2.A. Lorsque plusieurs valeurs
sont fournies, la valeur en italique est celle pour laquelle le A\, ax possede la plus grand force
d’oscillateur. L’astérisque indique que cette contribution est fortement due la présence de la

transition 7 < n

protéique induit une contribution géométrique tres importante de +19 nm sur le spectre d’ab-
sorption. Le fait d’éteindre ou non les charges de ’environnement, entraine un déplacement di
a la contribution électrostatique (AN) de + 15 nm. Ces deux premiers effets n’ont pas le

max

méme comportement pour la conformation mineure de la ECFP. En effet, pour la conformation
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mineure la contribution géométrique est exacerbée (+34 nm) et la contribution électrostatique
est insignifiante (+1 nm). L’ Electrostatic Embedding a probablement un effet identique sur 1’état
fondamental et sur I'état excité pour cette conformation. Pour les deux conformations, la contri-
bution géométrique induit un déplacement vers les grandes longueurs d’onde de +19 et de +34
nm. La géométrie du chromophore dans la conformation mineure est donc plus stabilisée par son
environnement proche La contribution électronique pour les deux conformations est similaire si

seule la transition avec la plus importante force d’oscillateur est considérée (+1 nm).

5.3.4.A Et les molécules d’eau dans tout cela...

Les résultats obtenus ci-dessus ne prennent pas en compte les molécules d’eau se situant
autour du chromophore. Or, nous avons observé que sept molécules d’eau cristallographique
(W7, W11, W55, W117, W118, W162 et W163) se trouvaient dans un rayon de moins de 4.0
A (voir Figure 5.18). Nous avons donc complexifié les calculs QM/MM, dans le souci de se
rapprocher un maximum de la réalité. Ces molécules d’eau ont été prises en compte lors de
I'optimisation de géométrie et lors du calcul de spectres d’absorption des deux conformations.

Les effets géométriques qu’entraine la présence de ces molécules d’eau sur les deux confor-
mations sont totalement différents, voire oppposés. Le chromophore est moins (plus) plan en
présence des molécules d’eau dans la conformation mineure (majeure). La conformation majeure
devient moins planaire avec des angles diedres de 7.10 et 2.54 tandis que la conformation mineure
montre une planarité importante (¢=0.11"et 7=-1.06). L’azote de I'imidazolinone joue un role
important dans cette perturbation. Il forme une liaison hydrogene avec la molécule d’eau 117
dans la structure majeure, ce qui n’est pas le cas pour I'autre structure. La formation de liaisons
hydrogenes induit une torsion importante du chromophore. Dans le cas de la contribution mi-
neure, cinqg des sept molécules d’eau interagissent uniquement entre elles, formant un amas d’eau
sous le chromophore (W55, W117, W118, W162, et W163) formant ainsi un réseau de liaisons
hydrogene indépendant du chromophore. Cette observation a été précédemment observée par
le groupe d’Isabelle Demachy & I’aide d’une étude de dynamique moléculaire [280] : « Another
difference between major and minor conformations and concerns the five crystallographic water
molecules closest to the chromophore (W55, W117, W118, W162, and W163). They form a
H-bond network among each other and with neighboring residues; this network is more rigid in

magjor conformation than in minor conformation. ».
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L’impact de l'introduction des molécules d’eau sur le spectre d’absorption est de diminuer
la longueur d’onde d’absorption lorsque le chromophore est moins plan, c¢’est a dire dans le cas
de la conformation majeure. En effet, nous observons un déplacement hypsochromique de 7 nm
en LSCF/MM (passant de 426 a 419 nm). Etonnamment, cet effet hypsochromique est aussi
observé dans le cas de la conformation mineure alors que le chromophore s’aplanit, allant de
427 nm a 413 nm. Le Ay de 413 nm est principalement du a la transition 7* < 7 (coefficient
de mélange de 0.59), dans cette contribution, la transition de type ©* <« n est présente avec
une contribution de 0.2)!°. Nous avons observé les orbitales impliquées dans les transitions en
LSCF/MM:ERS. Dans la conformation mineure, la contribution de la transition 7% « n est
non négligeable. Dans cette conformation, la paire libre de I'azote n’est pas du tout impliquée
dans le réseau de liaisons hydrogenes formé par la présence des molécules d’eau. Cette paire
libre participe donc a une transition. La valeur de 398 nm entre parenthese dans la Table 5.6
contient les orbitales responsables de la transition majoritaire 7* «— 7 avec un coefficient de
mélange faible de -0.12 ainsi que les orbitales de la transition 7* < n avec un coefficient de
0.64. Non seulement les molécules d’eau contribuent fortement a la modification de la géométrie
du chromophore (452 nm et +31 nm) mais en plus, elles jouent un role important dans ce cas
précis sur 'implication de la paire libre de ’azote dans les transitions électroniques. La prise en
compte de 'EE dans les deux cas a une contribution fortement négative (-38 nm et -16 nm).
Les molécules d’eau jouent aussi un role déstabilisant sur la contribution électrostatique. L’ERS
induit lui un déplacement légerement plus grand de +14 et +6 nm par rapport a la contribution
dans le calcul sans les molécules d’eau. La présence de la transition 7* «— n induit par contre

une effet négatif de 8 nm.

5.3.5 La mutation du chromophore

Dans I'introduction sur les protéines fluorescentes, nous avons indiqué que de nombreuses mu-
tations de la GFP-originelle ont été réalisées afin de couvrir tout le spectre d’absorption/émission
UV /visible; et ce, dans le but d’élargir le champ d’application de ces protéines. Le résidu aro-
matique en position 66 et 1'imidazolinone formant le chromophore des protéines fluorescentes

sont primordiales pour les propriétés spectroscopiques des protéines fluorescentes. Une maniere

10Une autre transition apparait aussi en LSCF/MM & une longueur d’onde de 437 nm avec les caractéristiques

inverses. Nous ne ’avons pas indiquée pour plus de clarté dans les Tables.
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est de générer des mutations autour du chromophore ou au sein méme de ce dernier. Cela modi-
fiera la stabilité du chromophore et donc, son A,... Pour étudier ces effets de la mutation, deux
stratégies peuvent étre employées. Nous pouvons i) muter les acides aminés de I’environnement
afin de modifier les propriétés optiques via des interactions intermoléculaires ou ii) modifier le
chromophore lui-méme tout en maintenant un méme environnement. Cette étude traite unique-
ment la seconde option. Nous avons modifié le résidu 66 de la ECFP. Originellement, celui-ci est
un tryptophane (Trp). Nous lui avons ajouté des groupements auxochromes comme un méthyle
et une amine ou nous avons muté le Trp par d’autres acides aminés cycliques, la phenylalanine
(Phe) et la tyrosine (Tyr). Ces chromophores sont représentés sur la Figure 5.19 avec la no-
menclature utilisée ci-apres. Pour des questions de facilité, nous avons nommé ces chromophores
respectivement comme ceci : Trp66 (ECFP- originelle), Trp66-CHs, Trp66-NHy, Trp66Phe et
Trp66Tyr. Les trois dernieres notations sont les notations usuelles pour décrire les mutations
' Concernant le Trp66Tyr, nous avons traité ces deux états de protonation. Ces derniers sont
fortement corrélés aux états de protonation du résidu glutamate222 (Glu222). Le Glu22 sera
protoné (p) lorsque la Trp66Tyr sera déprotonée (d); et inversément. Toutes ces mutations se-
ront considérées dans la conformation majeure de la ECFP parce que cette structure est la plus
similaire aux autres structure de la famille des AvFP : les acides aminés His148 et Tyr145 situés
respectivement a l'intérieur et a l'extérieur du tonneau de feuillet 5. Pour cette étude, nous
avons considéré uniquement la protéine, c’est-a-dire sans aucune molécule d’eau. Les systemes

sont donc assez simplifiés.

5.3.5.A Comparaison des résultats

La Table 5.8 reprend les données expérimentales ainsi que les A.x obtenus en QM sur le
chromophore isolé et en LSCF/MM:ERS sur la protéine ECFP mutée. Notons que les données
expérimentales ne correspondent pas a nos mutations mais bien a des mutations similaires;
excepté pour les valeurs de Trp66, Trp66-CHjs et Trp66-NHy qui sont extraites de la publication
de Huyen Bae [287]. Ceux-ci ont élaboré deux variantes de la ECFP, en ajoutant simplement
un groupement fonctionnel méthyle (Trp66-CHjz) ou un groupement fonctionnel aminé (Trp66-

NH,), qui est connu sous le nom de GoldFP ou GdFP). La GoldFP est I’ AvFP possédant le plus

HTe premier acide aminé est le muté, le nombre indique la position dans la séquence et les trois dernieres

lettres correspondent au nouvel acide aminé mutant.
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grand déplacement vers le rouge c’est-a-dire un déplacement de +69 nm entre le pic d’absorption

et son pic d’émission. Elle possede aussi une forte stabilité et peu de tendance a s’agréger.

Lorsque le résidu 66 est muté par le résidu phenylalanine (Phe), la valeur expérimentale
correspond au chromophore Ser65-Phe66-Gly67 de la GFP sauvage [265]. Le chromophore Ser65-
Tyr66-Gly67 existe sous deux formes en fonction du systeme : protonée (p) et déprotoné (d) [265].
L’unique mutation de Ser65Thr induit un déplacement vers les grandes longueurs d’onde (+13
nm) pour la forme anionique du chromophore Xxx65-Tyr66-Gly67 [265]. Expérimentalement,
les chromophores formés a partir de la Tyr66 existent dans un état protoné ou déprotoné pour
la GFP sauvage, possédant respectivement un pic d’absorption & 395 nm et 476 nm [261]. La
mutation Ser65Thr de la GFP sauvage entraine la disparition d’un pic et donc, la présence d’un
seul état de protonation. La forme anionique persiste avec un Ay, de 489 nm. La présence de
mutation dans ’environnement du chromophore induit la présence de deux pics : 366 nm sous
forme protonée et 504 nm sous forme déprotonée [286]. L’état de protonation de la Tyr66 est

délicat, nous avons donc considéré les deux états de protonation dans ’environnement de la

ECFP.

Un graphe comparatif (Figure ??) entre les résultats obtenus en LSCF/MM:ERS et les don-
nées expérimentales montre un certain accord avec une déviation maximale entre les valeurs de
-42 nm. Cet écart correspond a la mutation Trp66Tyr (d). Les autres écarts par rapport aux

données expérimentales se trouvent entre -10 nm et +10 nm.

Dans la Table 5.8, nous remarquons qu’il s’agit d’une sérieuse amélioration par rapport aux
calculs réalisés sur les chromophores isolés. En effet, pour les trois premiers résultats LSCF /MM-
:ERS de la Table 5.8, les valeurs expérimentales sont quasiment reproduites. Si ’on compare les
transitions électroniques correspondantes a la force d’oscillateur la plus grande (en italique dans
la Table 5.8), nous pouvons remarquer que 'addition du méthyle sur Trp66 (Trp66-CHs) ne
modifie pas le spectre d’absorption théorique et expérimental par rapport a la ECFP originelle
(Trp66). Avec le LSCF/MM:ERS, nous obtenons un écart de +2 nm suite a ’addition du méthyle
(426 nm a 426 nm), tandis que dans I'expérience, cette déviation est de +4 nm (434-452 nm
a 438-456 nm). A contrario, le groupement aminé induit une forte augmentation du Ay., de
+29 nm (426 nm a 455 nm); ce qui peut étre comparé a l'expérience (432 nm). D’un point
de vue théorique, nous observons pour Trp66 et Trp66-NHy plusieurs transitions électroniques

actives possédant des forces d’oscillateur non négligeables (entre 0.12 et 0.18). Ces transitions
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ne se retrouvent pas dans le spectre d’absorption du mutant Trp66-CHs. Habituellement, la
transition permise implique exactement les méme orbitales m et 7* lorsque le chromophore est
isolé ou dans son environnement (cf. Figure 5.16)). Les autres excitations impliquent des orbitales
occupées de plus basses énergies contenant une petite contribution de 'orbitale 7 et ont une tres
petite force d’oscillateur. Comme pour les deux conformations de la ECFP, le champ de réaction
du continuum, utilisé pour reproduire la contribution électronique de la partie MM, modifie
les coefficients de mélange dans ces excitations. Cela induit une augmentation du coefficient de
I'orbitale 7 résultant ainsi directement en une augmentation de la force d’oscillateur. Nous avions
supposé que ces nouvelles transitions inattendues pouvaient étre a I’origine du double pic présent
dans la ECFP originelle. Or, lors de la mutation Trp66-CHs, un double pic est aussi observé
expérimentalement ; alors que théoriquement, nous n’observons pas ces autres transitions actives.
De plus, lorsque plusieurs transitions électroniques sont mises en évidence théoriquement, aucun
double pic n’apparait expérimentalement (cas de la mutation Trp66-NHsy). Trp66Phe exhibe
aussi deux transitions avec des forces d’oscillateur de 0.31 et 0.27. Il serait donc trop prétentieux
de faire une relation directe entre les deux pics et les multiples transitions électroniquement
actives.

Finalement, les états de (dé)protonations induisent une modification importante du spectre
d’absorption, que ce soit pour la position du pic ou pour son intensité. La différence calculée
(4+28 nm) entre les deux formes est éloignée de la variation expérimentale de +80 nm ou de +108
nm selon les systemes (Table 5.8). Cependant, les données expérimentales correspondent a des
structures pour lesquelles I'environnement est différent de I’environnement de la ECFP. Dans ce

cas, la comparaison théorie/expérience ne peut étre que d’intérét qualitatif.

5.3.5.B Les différentes contributions de la longueur d’onde d’absorption

Nous avons donc utilisé le schéma de décomposition de la longueur d’onde d’absorption décrit
en section 5.3.2.A. Tous les termes de cette décomposition sont repris dans la Table 5.9. Comme
attendu, les A\,.x calculés pour les chromophores isolés présentent une importante déviation
par rapport a l'expérience (de -10 & -112 nm). Le seul composé qui « reproduit » ’expérience
est la mutation Trp66Phe pour laquelle le A, est identique (360 nm)! Les écarts sont dis
principalement a ’absence d’environnement autour de ces chromophores. L’environnement joue,

en effet, un role important sur la géométrie du chromophore et donc sur son A... Pour la plupart
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des chromophores, le A\, a été déplacé vers les grandes longueurs d’onde lors de leur passage
d’un environnement gazeux vers un environnement protéique. Une seule exception est présente,

c’est le cas de la forme déprotonée de la mutation Trp66Tyr.

Dans la Table 5.10, nous pouvons observer que la géométrie des chromophores a été effecti-
vement modifiée d’un état a 'autre. Cette Table reprend les parametres décrivant la planarité
de ce type de chromophore (les angles diedres ¢ et 7, cf. chromophore (a) de la Figure 5.19).
Les mutations Trp66Phe et Trp66Tyr (les deux états de protonation) exhibent une torsion plus
importante entre les deux cycles de part et d’autre du pont, rompant la planarité. Si la transition
électronique implique uniquement un caractere m* «— 7, ’écart énergétique entre ces orbitales
devrait diminuer (augmenter) tant que la géométrie du chromophore est plus (moins) plan. Cela
devrait donc induire une augmentation (diminution) du Aya.y. Ce principe simple fonctionne tres
bien tant qu’aucun autre effet n’existe. Il est applicable a des systemes 7 tres réguliers, par
exemple, de type polyene. Notons que ce principe fonctionne tres bien pour quatre des muta-
tions : Trp66 (ECFP-orginelle), Trp66-CHs, Trp66-NHy et la forme déprotonée de Trp66Tyr.
Il est assez surprenant que ce principe marche aussi bien puisque la transition électronique
implique un mélange de plusieurs excitations et que les chromophores possedent des groupes
polaires (carboxyle, amine et hydoxyle) créant des champs électriques qui peuvent interagir dif-
féremment avec I’état fondamental et I’état excité du chromophore. Donc, la déformation de la
géométrie modifie le poids relatif de toutes les excitations d’une maniere non triviale et il est par
conséquent, normal d’observer un comportement incorrect de cette regle basée uniquement sur
la planarité du chromophore. Un autre effet peut étre invoqué pour la mutation Trp66Tyr dans
la forme anionique. En effet, dans cette forme, il y existe un pont hydrogene entre ’hydroxyle
de la thréonine en position 65 et I'atome d’azote de I'imidazolinone (Figure 5.19). Cette liaison
est aussi présente suite a 1’ optimisation en QM sur le chromophore isolé. Elle persiste sur le
systeme protéique Trp66Tyr (d). Comme la paire libre de 'atome d’azote est aussi légerement
impliquée dans la transition électronique, la liaison hydrogene a un effet direct sur le A\,.. La
liaison hydrogene stabilise la paire libre de 'azote dans 1’état fondamental, ce qui augmente
I’écart énergétique entre les orbitales impliquées dans la transitions électroniques. Lors de 1'op-
timisation en QM, chaque chromophore exhibe cette liaison hydrogene, ce qui n’est pas le cas
en présence de I'environnement, excepté pour le Trp66Tyr (d). Il est intuitif d’observer une plus

faible A\yax pour les chromophores optimisés en QM et ceux optimisés en LSCF/MM. Cela induit
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des contributions géométriques toujours positives (AX&™ > () dans la Table 5.9 excepté, donc,
pour le Trp66Tyr (d). Pour ce dernier cas, la présence de la liaison hydrogéne empéche la regle

de planarité explicitée ci-dessus de s’appliquer.

Modele QM LSCF/MM
Y T ¥ T
ECFP-native (Trp66) -6.65 -1.32 -2.47 0.21
Trp66-CH3 -7.776 -1.73 3.67 -0.36
Trp66-NH2 -12.14 -1.68 -0.42  1.13
Trp66Phe 757  1.57 11.11  5.58
Trp66Tyr (p) 5.44  1.92 11.56 3.84
Trp66Tyr (d)* 2258 172 986 8.13

Table 5.10: Angles diedres en degré des structures optimisées en QM et en LSCF/MM. ¢ et 7 sont les
angles diedres représentés sur le chromophore (a) de la Figure 5.19. L’astérisque indique la
présence d’une liaison hydrogene entre la Thr65 et I'imidazolinone lors du calcul LSCF /MM.

Les valeurs pour la ECFP-native sont celles reprises de la Table 5.6.

La polarisation de la fonction d’onde par les charges ponctuelles possede une importante
contribution sur le Ay.. (entre -5 nm et 429 nm). La mutation Trp66Phe a la plus petite
contribution électrostatique (AN = +6 nm). Cet effet est certainement dii au fait que le Phe
possede le plus petit cycle aromatique. Ce chromophore est le plus petit dans ’environnement
de la ECFP, la distance entre le phényle de la phénylalanine et les charges ponctuelles MM (de
I'environement de la ECFP) est plus importante. La contribution Coulombique sera, par consé-
quent plus faible. Cet effet devrait étre moindre en présence de molécules d’eau dans le modele.
La forme protonée du chromophore Trp66Tyr est plus sensible aux interactions électrostatiques.
Cela semble raisonnable car souvenons-nous que dans cet état de protonation, le chromophore
possede un résidu chargé (Glu222) dans son environnement proche.

A Taide de cette décomposition, nous pouvons donc mettre en évidence 'amplitude de la
contribution de 'ERS dans notre modele. La réponse électronique de I’environnement passe de

-12 nm pour la mutation Trp66Tyr (p) jusqu’a +22 nm pour le chromophore de la ECFP native.

Nous avions déja observé une variation positive de +11 et de +39 nm pour le chomophore de
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la ECFP native et pour le complexe ST (428 nm). Dans cette étude, nous observons pour la
premiere fois un déplacement vers les petites longueurs d’onde de -6 et -12 nm pour respective-
ment, Trp66NH; et Trp66Tyr (p). Cela indique que 1’état fondamental interagit de maniere plus
favorable avec le continuum que I’état excité.

Finalement, nous pouvons dire que pour une protéine donnée, I’environnement influence les
propriétés optiques et géométriques de maniere différente pour chaque chromophore distinct.

Aucune propriété additive ne peut donc étre tirées et une étude spécifique doit avoir lieu.

5.3.6 Conclusion générale sur I’étude des protéines fluorescentes

Dans un premier temps, nous avons testé les différentes coupures afin de scinder le systeme
protéique en deux sous-systémes. Sur le chromophore de la ECFP, LSCF /43 et LSCF/+3,+5
ont montré tous deux de bons résultats quant a la géométrie et au Ay. obtenus. Par contre
sur quatre autres chromophores de la famille des AvFP, les résulats obtenus en LSCF /43,5 sont
nettement meilleurs que ceux obtenus en LSCF /43 avec une erreur maximale de seulement 3 nm.
La coupure au niveau des liaisons peptidiques a donc été choisie pour le traitement des protéines
fluorescentes. Cette coupure facilite la définition des charges puisque celles-ci ne doivent pas étre
redistribuées dans la protéine parce que la liaison peptidique est une coupure naturelle des acides
aminés et donc des champs de forces qui les décrivent.

Nous avons ensuite utilise le LSCF/+3,+5 pour étudier les propriétés géométriques et op-
tiques des deux conformation de la ECFP. En négligeant les molécules d’eau, la prise en compte
de I'environnement stabilise la chromophore ce qui augmente la longueur d’onde d’absorption-
maximale par rapport au chromophore en phase gazeuse. La présence des molécules d’eau avoisi-
nantes du chromophore induit de fortes modifications, géométriques et optiques. La géométrie du
chromophore de la conformation mineure est plus planaire que celle de la conformation majeure
de la protéine. Cet effet est principallement di au réseau de liaison hydrogene qui se forme sous
le chromophore (mineure) ou avec le chromophore (majeure). Ce réseau de liaisons hydrogenes
dans la conformation majeure implique que la transition électronique 7* «<— n est plus faible. Un
mélange léger entre les transitions 7 «— 7 et 7 «— n est donc observé.

La derniere partie de ce chapitre sur les protéines fluorescente concerne les effets de la substi-
tution ou mutation du chromopohore, nous avons a nouveau utilisé notre modele pour prendre

en compte la réponse électronique de I'environnement. Avec ce modele LSCF/MM:ERS, nous
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obtenant une déviation de 4+ ou -10 nm par rapport a des résultats expérimentaux possédant des
mutations similaires. La décomposition de la longueur d’onde d’absorption maximale en effets
géométriques, électrostatiques et électroniques a montré que ces trois contributions ont le méme
ordre de grandeur. L’influence de 'ERS doit étre tout autant considéré que les autres contri-
butions habituellement prise en compte (électrostatiques et géométriques) lorsque 1'on traite un

chromophore dans un environnement protéique.
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Figure 5.1: Diagramme de Perrin-Jablonski.
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8dy’n ®

Figure 5.2: Chromophore de squaraine dans sa cavité. Les charges MM modélisant ’environnement sont

représentées par des ronds noirs.

Figure 5.3: Représentation du colorant squaraine ainsi que la nomenclature employée pour définir les

parametres géométriques de liaisons.
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Figure 5.4: A gauche, la cage de tétralacame et & droite le complexe de squaraine-tétralactame.
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Figure 5.5: Orbitales moléculaires impliquées dans les transitions électroniques du complexe de
squaraine-tétralactame, les HOMO-2 en bas et les LUMO en haut (valeur de I'isodensité =

0.035 a.u.).
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Figure 5.6: Spectre d’absorption du colorant squaraine isolé et complexé. Les pics correspondent a une

gaussienne avec une largeur a mi-hauteur 25 nm. L’intensité est totalement arbitraire
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Figure 5.7: Ensemble des mutants élaborés par le groupe Tsien [261].

Trp66
S Gly67

CH “
Oz
NN

\ N== _/jf:’

CH
HO\ / \NH

I=

CH

/

HsC
Thr65

Figure 5.10: Le chomophore Thr65-Trp66-Gly67 de la ECFP.
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Figure 5.11: Les résidus bleus/rouges sont la Tyrl45 et la Hisl48 dans la conformation ma-

jeure/mineure.
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Figure 5.12: Chomophore saturé de la ECFP. La nomenclature concernant les parameres géométriques

observés est notée.
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Figure 5.14: Localisation du jeu de SLBO. A gauche, sont représentées les SLBO localisées proches

de l'imidazolinone. Ce modele est utilisé pour tester le LSCF/+1 et le LSCF/+43. Le

LSCF/+3,+5 est testé sur le modele de droite ot les SLBO se situent sur la liaison pepti-

dique. Les parties en bleu sont les parties MM. L’atome frontiere (YA) est réprésenté en

gras.
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Figure 5.15: Représentation des systemes modeles utilisés pour définir les SLBOs

virtuelle eQM =-0.09455
eLscrmm =0-09155
occupée eQM =-0.21723

eLSCF/MM =-0.21559

Figure 5.16: Repésentation des orbitales moléculaires impliquées dans la transition électronique. Les
énergies des orbitales sont données en unité atomique. Le LSCF /MM présenté est le schéma

LSCF/+3,+5 sur le chromophore modele de la ECFP.
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Figure 5.17: (a) est le chromophore de la ECFP (Thr65-Trp66-Gly67), (b) le chromophore de la goldFP
(GAFP, Thr65-Trp66(-NHs)-Gly67) (c) le chromophore de la BFPF (Thr65-Phe66-Gly67)
et (d) et (e) sont les formes protonées et déprotonées de la GFP (Thr65-Tyr66-Gly67)
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Figure 5.18: Molécules d’eau cristallographique qui ont été considérées lors des calculs QM/MM. Le
chromophore se trouve dans une représentation boule et baton, les molécules d’eau sont
décrites par des boules rouges. Les résidus autour du chromophore sont représentés en
batons. Leur couleur est attribuée en fonction du type d’acides aminés : basique bleu,

acide rouge, polaire vert et non polaire blanc.
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Figure 5.19: Représentation des chromophores. (a) est le chromophore de la ECFP originelle (Trp66-

ECFP), décrit avec la position de la frontiere QM/MM. Les atomes MM sont représentés en
bleu, le reste des atomes sera traité en QM. (b) Trp66-CH3, (c) Trp66-NH2, (d) Trp66Phe,

(e) Trp66Tyr (p) et (f) Trp66Tyr (p). (p) et (d) caractérisent les formes protonée et

déprotonée.



Chapitre 6

La capture électronique

ETTE partie va nous permettre de comprendre la capture électronique des ponts disulfures
C dans des systemes macromoléculaires. Ce travail a été réalisé dans le cadre d’une colla-
boration avec le docteur Elise Dumont (ENS Lyon), co-encadrante de cette these, et a été le
sujet de plusieurs publications [51,256,304,305]. E. Dumont s’est intéressée a la liaison disulfure
lors de son passage dans notre groupe [306-308]. Cette collaboration a ensuite perduré pour
donner plusieurs publications et notamment une publication sur une macromolécule contenant

trois ponts disulfures (un cyclotide) [304]. Cette derniere étude est I'objet de ce chapitre.

Dans les systemes biologiques, de nombreuses réactions d’oxydo-réduction (rédox) ont lieu
perpétuellement. Ces réactions d’oxydo-réductions sont caractérisées par des transferts d’élec-
trons entre les différentes especes (oxydantes ou réductrices). La réaction d’oxydation (réduction)
entraine une oxydation (réduction) d’une espece réductrice. Cependant, les potentiels d’oxydo-
réduction les caractérisant sont assez délicats a obtenir d’un point de vue théorique. Le transfert
d’électrons dans la théorie de Marcus est un processus vertical non radiatif. Il est aussi crucial
de décrire correctement 1'état de non-équilibre créé par ce transfert d’électrons. Or, nous avons
vu que la majorité des champs de forces ne sont paramétrisés que pour décrire des structures
a 1’équilibre et ne prennent pas en compte la réponse ou polarisation électronique de 1’environ-
nement. Dans le cas des réactions rédox, la contribution électronique doit étre absolument bien
décrite, celle-ci a, en effet, un role tout aussi important que la contribution orientationnelle pour
déterminer un potentiel rédox [309]. Les méthodes hybrides de type Car-Parinello (CPMD) per-
mettent de coupler 1'aspect orientationnel et électronique [310]. Cependant, le niveau de théorie

de la partie d’intérét en CPMD est habituellement des fonctionelles GGA qui, malheureuse-



138 La capture électronique

ment ne décrivent pas bien le tranfert de charges entre molécules. Une solution actuellement
employée est de considérer une demi-réaction, c’est a dire des systemes biologiques possédant un
site souvent métallique de type : Cu™/Cu®**, Ag™/Ag®" ou encore Ru?T/Ru®t [311,312].

Une quantité nettement plus simple a calculer pour décrire la capture électronique est I'affinité
électronique. L’affinité électronique adiabatique (AEA) est la quantité d’énergie libérée suite
a la capture d’'un électron par un atome ou une molécule en phase gazeuse. Plus 'AEA est
grande, plus la capture d’un électron libere de 1’énergie et plus cette capture est favorable. Une
AEA négative signifie au contraire qu’il faut fournir de I’énergie au systéme pour qu’il accepte
un électron. La capture électronique sera donc défavorable et 1’électron s’échappera tout seul
rapidement. La Figure 6.1 reprend les quantités décrivant la capture électronique : 'AEA, le

VEA (Vertical Electron Affinity) et le VDE (Vertical Detachment Electron).

A

espece neutre

Energie

AEA

espece anion radicalaire

>

Géomeétrie

Figure 6.1: Repésentation schématique des grandeurs caractérisant la capture électronique. La coupe de

la surface d’énergie potentiel de 1’espéce neutre (chargée négativement) est en bleu (rouge).

Dans les protéines, deux acides aminés cystéine (Cys) peuvent s’associer par formation d’une
liaison covalente, appelée liaison ou pont disulfure (liaison ou pont SS). Ceux-ci, une fois for-

més, sont cruciaux pour la stabilisation ou le maintien de la structure tertiaire et quaternaire
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de protéines. Ils sont présents dans de nombreuses structures comme les anticorps du systeme
immunitaire, l'insuline (trois ponts SS), ...On les trouve également au sein du site actif de
certaines enzymes impliquées dans des processus d’oxydo-réduction, de régularisation du po-
tentiel rédox intra-cellulaire ou de transport d’électrons; un exemple est la thiorédoxine (Trx).
Cependant, les ponts SS formés, bien que responsables de la rigidité des protéines, sont aussi
caractérisés par une énergie de dissociation relativement faible’. Ils peuvent donc facilement étre
dissociés. Cette aptitude constitue un atout majeur dans de nombreuses applications. La rupture
ou formation de liaisons disulfures peut notamment étre utilisée pour controler respectivement
I'ouverture ou la fermeture d’un macrocycle [314]. Elle peut aussi enclencher le dépliement d’un
tétrapeptide [315], la formation d’une hélice « suite a une dissociation photochimique de la

liaison disulfure [316]. Ces applications montrent & quel point il est important de comprendre

()-s
OO

=0

Figure 6.2: Repésentation de la formation d’une hélice v (riche en alanine) suite & une photodissociation

316]

la réactivité de ces liaisons si particulieres afin de pouvoir contréler la structure/folding d’une
protéine.

Depuis de nombreuses années, des études, tant expérimentales que théoriques ont donc essayé
de comprendre les processus chimiques qu’impliquent ces liaisons lors de la capture d’un électron
ou a I'absoprtion d’un photon. Au début des années trente, Pauling a suggéré I’existence d’anions
radicalaires (RA, Radical Anion) possédant une liaison de type « deux-centres trois-électrons »
(2¢-3e) [317]. Ensuite, des études expérimentales et théoriques ont établi que les ponts disulfures
pouvaient capter des électrons, formant ainsi une demi-liaison covalente? soufre-soufre allongée

d’environ 0.7 A par rapport a leur forme neutre, passant de 2.0 A 2 2.7 A. Cette liaison 2S-3e

IPar exemple pour le diméthyle disulfure (DMeDS), 1’énergie de dissociation est d’environ 60-65 kcal.mole™?

[313]
20rdre de liaison=1
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(deux atomes de soufre-trois électrons) a été ensuite qualifiée de « demi-liaison » [318,319]. Les

Figure 6.3: Représentation schématique de la capture électronique par un pont disulfure engagé dans

un cycle. Le caractere de demi-liaison est indiqué en pointillés

RA de type 2c-3e formés ont ainsi pu étre détectés avec une certaine stabilité dans des systemes
biologiques a l'aide de différentes analyses (des techniques de photolyse laser flash [320], de
radiolyses & impulsion [320-322], de résonance paramagnétique électronique [323], d’électrochimie
[324], d’absorption UV /visible [325,326], ... ).

Dans une protéine contenant plusieurs ponts disulfures, il est intéressant de caractériser la
réactivité de chacun d’entre-eux, de déterminer les changements conformationnels suite a la cap-
ture électronique sur chacun des ponts, ... Bref, de prédire le site de 'attachement électronique
et ses effets structuraux. Ces interrogations sur la formation de ces liaisons 25-3e peuvent étre
quantifiées par leur affinité électronique adiabatique. L’élongation de la liaison soufre-soufre et
la différence de charges entre réactifs et produits sont les deux criteres de formation de liaisons
a 2c-3e. Les deux contributions qui moduleront la capture électronique seront principalement
géométriques (distance entre les deux atomes de soufre (dgsg) et angle diedre (7_c¢_s_s_¢)) et
électrostatiques. Récemment, nous avons mené des études sur des systemes modeles contenant
une liaison disulfure, donnant lieu a une premiere compréhension des parametres qui influencent
'affinité électronique adiabatique (AEA) :

e La tension conformationnelle ou frustration topologique favorise fortement la capture élec-
tronique [305-307]. Cet effet est géométrique, il augmente 'affinité électronique de +0.96
eV pour le motif Cys-Gly-Pro-Cys (CGPC) présent dans le site actif de la Thioredoxin
(Trx) (une enzyme anti-oxydante) par rapport a la molécule linéaire DEtDS (Diéthyle
Disulfure) [307].

e La structure secondaire est primordiale. En effet, nous avons montré que le dipole créé
par une hélice o de 12 résidus alanine sur le motif CGPC augmente 'AEA de +0.9 eV

(AEAo= +2.12 eV). Ce modele simple a permis d’approcher fortement la valeur calculée
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pour la Trx de 4+2.20 eV [308].
e Une charge ou un résidu chargé, méme situé a grande distance (10 A), modifie fortement

I’AEA d’un pont disulfure [327,328].

Cependant, ces résultats n’ont porté que sur des systemes mono-pont disulfure. Peu d’études
théoriques ont été réalisées sur la protéine entiere, se limitant souvent au site réactif. Berges
(LCT Jussieu) a considéré les Trx dans leur entiereté a ’aide de I'approche hybride ONIOM
[321,328-330]. Aucune étude théorique n’a été réalisée sur des macrocycles contenant plusieurs
liaisons SS. Un travail expérimental menée sur une protéine contenant trois ponts disulfures
(TcAChE, Torpedo californica AcetylCholinesterase, code pdb 2ACE) a été mené par Weik et
collaborateur en 2000 montrant explicitement 1’élongation d’une liaison soufre-soufre suite a une
radiation électronique [331]. Ce travail a montré que la capture électronique était hautement
spécifique [332]. Or, dans le travail de Weik sur TcAChE, plusieurs questions sur ces macrocycles

a multiples ponts disulfures ont été émises :

1. Quel est l'ordre de réactivité de ces ponts SS? La figure (6.4) montre tous les cas de
figure possible de la compétitivité lors de la capture d’un, puis d’un second électron, ainsi
que la nomenclature utilisée pour un systeme contenant deux liaisons disulfures. Cette

nomenclature sera utilisée par la suite pour un systeme contenant trois liaisons SS.

2. Ou se fera ’addition du second électron ? Sera-t-il capté par la liaison SS qui est déja sous
forme anion radicalaire (RA) résultant en une espece dithiolate (DT)? Ou alors ira-t-il se

positionner sur un pont SS (neutre) formant ainsi deux anions radicalaires : un dianion

diradicalaire (DD) 7

La seconde question concernant I’addition du second électron est intéressante parce que la forma-
tion du dithiolate entraine une dissociation de la liaison, pouvant engendrer la déstructuration de
la protéine. Ces questions sont cruciales a la compréhension du mécanisme de la capture électro-
nique et leurs réponses ne peuvent pas étre observées expérimentalement. Une étude théorique
de tels systemes est susceptible d’apporter des réponses. Nous avons considéré un macrocycle de

29 acides aminés contenant trois ponts disulfures, nommé kalata B1 (kB1).
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Figure 6.4: Représentation des captures électroniques d’un, puis d’'un second électron, sur une mo-
lécule comprenant deux ponts disulfures. Les affinités électroniques adiabatiques (AEA)
permettent de suivre ’évolution de ’addition d’électron. La capture d’un premier électron
est possible sur les deux ponts, formant deux anions radicalaires (RA1 et RA2). L’addi-
tion du second électron peut former un dianion diradicalaire (DD(1,2) ou DD(2,1) ) ou les

dithiolates (DT1 et DT2)

6.1 Description de kalata B1 (kB1)

ALATA B1 (kB1) fait partie de la famille des cyclotides (association de deux mots cycle et
K peptide). Ces macrocycles contiennent entre 28 et 37 acides aminés dont six cystéines (Cys)
formant deux a deux trois ponts disulfures. A I'heure actuelle, il existe deux structures tertiaires
privilégiées pour ces macrocycles : une en ruban de Mobius et une en forme de « bracelet ».
Ces deux conformations different par la présence ou 'absence d'un twist (liaison peptidique cis
située entre le tryptophane (Trpl19) et la proline (Pro20)) dans l'ossature de la protéine. kB1 est

caractérisé par une structure en ruban de Mdobius.



La capture électronique 143

Ser18 (S18)

Cys(1-15)

Figure 6.5: Représentation de kalata B1 (code PDB : INB1). Les trois ponts disulfures Cys(1-15), Cys(5-
17) et Cys(10-22) sont, respectivement, notés SS1, SS2 et SS3. Les trois acides aminés jouant

un role prépondérant sur ’AEA sont présents sur la figure.

Les caractéristiques de ces cyclotides leur conferent une importante résistance a dif-

férents traitements chimiques, enzymatiques et thermiques qui, en principe, devraient

dénaturer une protéine [333]. De tels avantages rendent ces cyclopeptides tres intéressants d'un

point de vue pharmacologique, notamment grace a leur petite taille qui facilite le controle de la
mutagénese.

Un des objectifs de cette étude sur kB1 est donc d’observer i) sur quelle liaison SS un premier
électron ira préférentiellement, ii) de quelle manieére la structure secondaire sera affectée par la
capture électronique, iii) quels seront les effets électrostatiques et géométriques et iv) quelle sera
I'influence de la capture d’un second électron sur 'affinité électronique adiabatique (AEA) ainsi
que sur sa structure tertiaire.

Pour répondre & ces questions, ce systéme sera traité a 1’aide de 'approche HLA (Hydrogen
Link Atom). Les liaisons disulfures étant traitées en QM, il convient néanmoins d’élaborer une
stratégie pour décrire correctement ’ensemble des parties QM ainsi que pour traiter toutes les

especes formées suite a la capture d’un électron ou d’un second. Cette stratégie est résumée
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dans le point suivant. Nous observerons principalement ’AEA suite a la capture d’un, puis d'un
second électron, sur chacune des liaisons possibles, suivant le schéma décrit sur la Figure 6.4.
L’AEA sera notamment scindée en effets géométriques et électrostatiques afin de comprendre

son comportement d'un point de vue physique.

6.2 Meéthodologie employée pour traiter les cyclotides

ALATA BI sera traité a l'aide de la méthode QM/MM. Les ponts disulfures, sites de la
K capture électronique, sont décrits a 'aide de la mécanique quantique, précisément les
fragments -CH,-S-S-CHs-.

Il est essentiel de choisir adéquatement la méthode quantique parce que celle-ci doit décrire
correctement 1’énergie des formes neutres et anioniques de la liaison SS permettant de calculer
I’AEA. Le traitement de systemes 2c-3e est délicat de part sa forte corrélation dynamique. Cette
derniere sera décrite explicitement a 1’aide du second ordre de la théorie des perturbations de
Mgller-Plesset [22]. Les outils de la DFT introduisent une erreur de self-interaction qui se traduit
directement par une surestimation de la longueur de la liaison SS ainsi que de 'AEA [307]. La
frontiere entre la partie QM et la partie MM est définie entre les atomes C, et Cz de chaque
cystéine (Figure 6.6). La partition est décrite sur la Figure 6.6 pour la L,L-Cystine (association
de deux L-cystéine avec formation d'une liaison disulfure) et est totalement similaire pour kB1.
La méthode utilisée pour décrire correctement cette partition est I’approche de Hydrogen Link

Atom (HLA) pour plusieurs raisons :

1. Pour caractériser des propriétés liées a la capture électronique, I'approche HLA est pré-
férable a celle du LSCF. La position d'une SLBO trop proche de la liaison SS serait, en
effet, délicate et introduirait des artefacts sur 'AEA. L’électron pourrait notamment aller
se loger dans les orbitales atomiques vacantes de 'atom Y et non au sein de la liaison SS. 11
serait donc nécessaire d’éloigner la SLBO du site de capture électronique (SS) ; mais dans
ce cas, le temps computationnel deviendrait treés important surtout avec des techniques de

type MP2 °.

2. D’un point de vue pratique, il aurait été plus simple de placer la liaison frontiere au

3 Actuellement, MP5 n’est pas encore implanté pour le LSCF, cependant toutes les équations ont été dérivées

[12]
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niveau de la liaison peptidique comme nous 'avons fait lors du traitement des protéines
fluorescentes. Cependant, le HLA a montré des instabilités de la fonction d’onde pour cette

coupure [205]

La partie MM du systeme est décrite avec le champ de forces Charmm27. Pour minimiser la
surpolarisation de la fonction d’onde et pour avoir une charge globale de la partie MM nulle,
une redistribution des charges a été employée *. Cette redistribution des charges a été testée
sur les systemes modeles DEtDS (diéthyle disulfure) et sur la L,L-cystine, elle n’influence pas

IAEA [308].

H
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Figure 6.6: Partition QM/MM employée pour décrire I’addition électronique sur les ponts disulfures,
illustrée sur le systeme modele, la L,L-cystine saturée par NHMe et COMe (en bleu). Ce
peptide est considéré comme référence dans cette étude. Les lignes ondulées indiquent 1’en-
droit de la coupure, au niveau de la liaison C,-Cg. Les atomes en gras et de couleur rouge

seront traités a ’aide de la méthode MP2.

La premiere partie de I’étude consiste a considérer une premiere capture électronique sur cha-
cune des trois liaisons. La premiere AEA observée (AEA;) est définie comme étant la différence

entre Iespece neutre optimisée (N) et I'espece anion radicalaire optimisée (RA).

AEA, = E (N) — E(RA) (6.1)

4qc, = 0, la charge initiale de +0.07 a été redistribuée sur ses deux atomes voisins MM : N (-0.47e — -0.435¢

) et C (+0.51 — +0.545 e)
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Les AEA sont relativement sensibles a la base de fonction atomique employée [334], parce qu’elle
doit étre choisie pour décrire correctement les especes neutres et anioniques. La base choisie est
mixte : 6-31+G** pour les atomes de soufre, et 6-31G* pour tout autre atome. Afin d’avoir des
valeurs qui ne traduisent pas les effets de la base, nous avons considéré des valeurs d’AEA relatives
(AAEA); la référence étant 'AEA de la L,L-Cystine saturée (cf. Figure 6.6). Cette molécule
linéaire inclut en effet une liaison SS dont 'AEA ne sera pas influencée par des contraintes

géométriques comme la tension de cycle.
AAEA = AEAg; — AEAL 1,_cys (6.2)

Pour observer laquelles des trois liaisons SS est la plus réactive, nous avons optimisé la structure
des trois RA possibles : RA1, RA2 et RA3 respectivement si I’électron est capté par la liaison
SS1, SS2 et SS3. En partant de la structure neutre de kB1, il a parfois été nécessaire d’altérer
l'ordre des orbitales moléculaires de la forme neutre pour avoir le RA souhaité”. Ces orbitales
virtuelles sont les o* des liaisons SS1, SS2 et SS3. Une fois ces trois RA obtenus, nous avons
vérifié que la contamination de spin n’était présente que de maniere tres légere pour chacun des
trois RA (< S >2<0.77).

La seconde partie de 1’étude sur kB1 est l'addition d’un second électron sur les liaisons
disulfures. Le calcul de cette seconde AEA (AEA,) est plus délicat parce que le second électron
peut i) étre capturé par un anion radicalaire (RA) formant ainsi un dithiolate (DT) (trois DT
différents peuvent donc se former en SS1, SS2 et SS3, ils seront notés respectivement DT,
DT2 et DT3) et ii) se fixer sur une liaison SS neutre, une autre étant au préalable sous forme
RA ; dans ce dernier cas, il faut examiner les trois possibilités de former ce dianion diradicalaire
(DD) : DD(1,2), DD(1,3) et DD(2,3) °. Le schéma de ces deux additions d’électron successives
est présenté sur la Figure 6.4.

Les structrures des DD et DT ont été obtenues a partir de la structure optimisée de chaque
RAn (n=1,2,3) et en décalant, si nécessaire les orbitales virtuelles o* pour que le DD ou DT
souhaité soit formé. Les DD ont été considérés sous forme singulet (< S >%= 0.00) et triplet
(< S >2=2.00), pour les triplets, la contamination de spin n’a jamais excédé 2.03. Dans I’état

singulet, nous avons obtenu < S >2~ 1.00. Cependant, cette contamination de spin dans 1’état

5Ce décalage s’effectue avec le mot clé guess=read,alter de Gaussian03.
6Les combinaisons inverses, DD(2,1), DD(3,1) et DD(3,2) ont aussi été étudiées mais les deux combinaisons

sont énergétiquement et géométriquement similaires, nous ne considérerons donc que le premier set de DD(n,k)
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Espece SS1 SS2 SS3
RA1 0.472,0.552 0.000, 0.000 0.000, 0.000
RA2  0.000, 0.000 0.527,0.501 0.001, 0.003
RA3  0.000, 0.000 -0.006, 0.001 0.475, 0.570

Table 6.1: Densité de spin de Mulliken des six atomes de soufre inclus dans les trois ponts disulfures

des especes anions radicalaires du cyclotide.

singulet des DD n’a pas d’influence sur ’AEA, la différence d’énergie entre ’état singulet et

’état triplet étant de moins de 1 kcal.mol™!.

6.3 Premiere capture électronique

ETTE premiere partie de 1’étude des macrocycles concerne la capture électronique d’un
C électron au sein du systeme, c’est-a-dire sur une des liaisons SS. Pour cela, la capture
électronique a été considérée sur chacune des trois liaisons SS1, SS2 et SS3 afin d’observer sur
quelle liaison irait ’électron préférentiellement. La formation des anions radicalaires RA1, RA2
et RA3 (2c-3e) permettra de décrire la compétition de cette capture entre les trois ponts SS.
Les parametres géométriques et les AEA de chaque pont disulfure se trouvent dans la Table 6.2
pour la forme neutre et pour les trois formes RA.

Tout d’abord, aucun des ponts disulfures ne s’est dissocié suite a 'addition d’un électron;
contrairement a ce que Simons et collaborateurs avaient suggéré dans leur étude théorique sur le
DMeDS (diméthyle disulfure) et la L,L-cystine [335,336]. En effet, la densité de spin (Table 6.1)
est répartie équitablement pour chaque RA étudié sur les deux atomes de soufre, ce qui confirme
la nature de la demi-liaison.

Dans la Table 6.2, les valeurs d’AEA relatives (AAEA) sont de +0.52, -0.38 et -0.55 eV
respectivement pour les ponts SS1, SS2 et SS3. Le pont disulfure SS1 a la plus grande affinité
électronique et sera donc celui qui capturera préférentiellement un premier électron. Expéri-
mentalement, Craik et ses collaborateurs avaient déja constaté que ce pont SS montrait la plus
grande réactivité en réduisant puis en alkylant les ponts SS de kB1 [337]. Les deux autres ponts

disulfures sont quant a eux nettement moins enclins a capturer un électron. Il est donc inté-
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ressant a ce niveau de pouvoir décrire les raisons de cette sélectivité : est-elle géométrique ou
électrostatique ? Nous allons essayer de déduire des regles simples pour prédire 'origine de la

réactivité dans un systeme a multiples liaisons SS.

6.3.1 Décomposition de 'AEA en terme d’effets géométriques et

électrostatiques

Il est possible de dissocier les effets géométriques et électrostatiques du AAEA assez in-
tuitivement. Comme expliqué dans la section dédiée au QM-MM, la fonction d’onde QM est
directement polarisée par l'environnement MM (Electrostatic Embedding). Il est donc possible
d’éteindre les charges de 'environnement MM. La contribution électrostatique absente (AEA*),
seule la contribution géométrique persiste comme terme majeur (le vdW étant tres faible). Le
AAEA est décomposé en deux contributions, dont on pourra montrer/quantifier leur importance

sur le AAEA, par leur signe et par leur amplitude.

AAEA = AEAuz — ABALL o (6.3)
— (AEAwp — AEAfy, — AFAL 1 o+ AEAY )+ AEAL,, — AEA; | (6.4)

éT(;c gggm
= AAEAYc 1 AAEA™ (6.5)

Sur des systemes protéiques comme kB1, les ponts SS, sont dans un environnement dissymé-
trique caractérisé par des charges ponctuelles. Cet environnement électrostatique joue un role
crucial vis-a-vis des propriétés moléculaires. Nous avons vu son importance lors de I’étude sur les
spectres d’absorption. Lors de la capture électronique, il est tout a fait raisonnable de penser que
si un site proche d’un pont disulfure est chargé négativement (glutamate, aspartate), cela serait
défavorable a la capture électronique; alors que les sites chargés positivement (lysine, arginine,
et histidine protonée) favoriseraient cette capture. L’environnement chargé influencera certaine-
ment la réactivité/sélectivité des sites disulfures notamment les valeurs de I’affinité électronique.
Il y a deux acides aminés chargés dans kB1 : le glutamate (Glu3 ou E3) dont le C, se situe
4 4.83 A du centre de la liaison SS1 et une arginine (Arg24 ou R24) positionnée entre SS2 et
SS3. La contribution de la charge négative du glutamate pourrait donc étre contre-balancée par
I’arginine. Une étude systématique de '’AEA a donc été réalisée en éteignant successivement les

charges des chaines latérales de tous les acides aminés a I’'exception des cystéines. Les charges de
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Ponts Indices Structure Affinités électroniques
d(s-S) £ (S-S-C) 71 (C-S-S-C) RMSD AEA; AAEA; AAEA¢e D>m>mmoa

Cys(1-15) SS1 N 2.05 103.0, 106.0 95.5 1.58 0.52 0.78 -0.26
RA 275 94.1, 106.8 132.5 0.87

Cys(5-17)  SS2 N 2.06 102.8, 101.7 76.4 0.68 -0.38 0.31 -0.69
RA 277 97.5,91.7 70.3 0.23

Cys(10-22) SS3 N 2.06 101.3, 102.9 106.6 0.51 -0.55 0.24 -0.79
RA 283 103.6, 104.4 81.7 0.28

L L-cystine — N 205 102.7, 104.7 75.2 1.06

— RA 280 95.3, 95.8 66.5 -

Table 6.2: Les parametres géométriques tels que les longueurs des liaisons SS (en >Y les angles de valence et angles diedres (en ) sont repris

ainsi que la premiere affinité électronique adiabatique (AEA;) associée a chaque liaison SS de kB1. Les valeurs sont données en eV.

N et RA réferent respectivement aux especes neutres et aux especes anions radicalaires. AAEA®® et AAEA&™ sont obtenues &

I’aide de ’Eq. 6.3. Le RMSD est défini avec la géométrie de référence de kB1 sous sa forme neutre.
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l'ossature (-NH-C,H-C(=0)-) ne sont pas éteintes, évitant ainsi la création d’un dipole artificiel.
La Figure 6.7 montre I'influence des chaines latérales des acides aminés sur le AAEA de chacun

des trois ponts disulfures.

3
t  liaison SS2 (Cys(5-17))
2t ‘ -
\ liasison SS3 (Cys(10-22))
|
— 1 -
J
o
g 4}
3
5 |k
L_liaison SS1 (Cys(1-15)) §
-3 L
Résidus

Figure 6.7: AAEA® pour chacune des trois liaisons disulfures de kB1, en fonction du résidu pour
lequel les charges ponctuelles de la chaine latérale ont été éteintes (mises a zéro). La ligne
discontinue avec des triangles bleus reprend les valeurs pour la liaison la plus réactive (Cys(1-
15) ou SS1), celles pour les ponts Cys(5-17) (SS2) et Cys (10-22) (SS3) sont respectivement

indiquées par des carrés rouges et des cercles verts.

La Figure 6.7 montre clairement que

1. Comme attendu, le résidu arginine (R24) influence fortement I’AEA de SS1, SS2 et SS3 avec
des incréments de, respectivement, -3.11, -1.29 et -1.05 eV sur le AAEA. Ces incréments
sont directement liés a la distance qui sépare chacune de ces liaisons avec le C,, de I’arginine,

respectivement 4.83, 8.03 et 10.57 A.

2. L’autre résidu jouant un role sur 'AEA des trois ponts disulfures est le résidu 3, le glu-
tamate (E3). Etant chargé négativement, les incréments sur PAEA sont défavorables & la
capture électronique : +1.76, +1.34 et +2.30 eV. De la méme maniere que R24, l'inten-
sité de ces incréments est directement en relation avec la distance de chacun des ponts

disulfures, respectivement pour SS1, SS2 et SS3 : 7.11, 8.47 et 5.34 A.
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3. Etonnamment, un troisieme pic de faible intensité apparait. Il correspond a la sérine (résidu
18, S18) et favorise légerement la capture électronique sur les ponts disulfures SS2 (-0.35
eV) et SS3 (-0.16 eV). Ce dernier résidu est bien connu pour faire partie des résidus polaires

non chargés (sérine, thréonine, proline, asparagine, glutamine, cystéine).

Ces trois points convergent vers une méme conclusion qui suit la loi de Coulomb : plus le résidu
est proche et polaire, plus il aura un fort impact sur PAEA. Les résidus non polaires, eux,
n’influencent que tres modestement '’AEA électrostatique.

Les contributions géométriques modulant ’AEA sont reprises dans la Table 6.2. La valeur
est positive si I’élongation de la liaison SS induite par la capture d’un électron est associée a
un relachement de la structure comme observé pour les cycles aliphatiques [305,306]. Elle sera,
au contraire, négative si 1’élongation de la liaison SS est fortement défavorisée, comme c’est
le cas dans les structures secondaires de type épingle a cheveux (hairpin) [307]. Pour kB1, le
signe de AAEA&®™ est toujours négatif signifiant que systématiquement la forme anionique est
défavorisée géométriquement.

D’un point de vue géométrique, SS1 se différencie des deux autres ponts SS par une contribu-
tion géométrique plus de deux fois moins importante : -0.26 eV contre -0.69 et -0.79 eV pour SS2
et SS3. On peut donc penser que la capture électronique modifie la structure en ruban de Mobius,
la rendant plus apte a capturer un électron sur le pont SS1. L’élongation de la liaison SS passant
de la forme N & la forme RA pour SS1 (+0.70 A) est similaire & 'élongation de SS2 (+0.71 A);
par contre I'angle diedre a été fortement affecté par la capture, pour SS1, +37.0' contre -6.1" pour
SS2 et -24.9 pour SS3. Cela se traduit directement sur la valeur de RMSD, comparant la forme
neutre et la forme RAn (n=1,2 ou 3), ot un RMSD de 0.87 est obtenu lorsque 1’électron est
capturé par le pont SS1, valeur a comparer avec le RMSD de SS2 et SS3, respectivement 0.23
et 0.28. Malgré les modifications géométriques au niveau du pont SS1, la structure en ruban de
Mobius est maintenue grace a SS2 et SS3 dont les parametres géométriques n’ont presque pas été
modifiés suite a la capture électronique en SS1. Craik et al. ont montré expérimentalement que
SS2 et SS3, a eux seuls maintiennent la structure tertiaire compacte caractéristique de la famille
des cyclotides. En effet, la mutation des deux résidus cystéines formant SS1 par deux résidus
alanines (CyslAla et Cys15Ala) n’induit aucune modification quant a la structure en ruban de
Mobius. Parmi les trois ponts disulfures, SS1 est donc le pont le plus réactif, ne modifiant aucu-

nement la structure tertiaire ; SS2 et SS3 sont quant a eux cruciaux pour maintenir la structure.
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Ensuite, nous nous sommes demandé si cette conclusion restait valable lors de 'addition d'un
second électron ? L’ajout de cet électron formera-t-il préférentiellement un DT en SS1 parce que
ce pont est le plus réactif [337] ou alors un DD avec un deuxieéme pont disulfure endommagé.

Quel en sera I'impact sur la structure ?

6.4 Capture d’un second électron

ouUs allons maintenant discuter ’addition d'un second électron avec pour but d’observer
N sa localisation préférentielle ainsi que les modifications géométriques induites. La Table
6.3 reprend les parametres géométriques et les AEA de neuf especes : trois correspondent aux
dithiolates (DT) formés sur chacune des liaisons SS; les six autres especes sont des dianions
diradicalaires (DD)- état singulet et triplet — ol le premier électron est placé sur SSn (n=1, 2 ou
3) et le second électron sur SSk (k=1, 2 ou 3 mais avec k#n). SS1 étant le plus réactif lors de la
capture du premier électron, nous pouvons penser que le DT1 devrait se former préférentiellement
sans modifier fortement la structure de kB1. Cela reste néanmoins a étre vérifié d’un point de

vue théorique.

La Figure 6.8 reprend schématiquement les résultats de I'attachement successif d'un et de
deux électrons. De maniere assez prévisible, nous observons clairement que la formation de DT1
est fortement favorisée, avec une énergie de 1.36 eV plus stable que le DT3 (second dianion

préférentiel).
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Especes Structures Energie
25+1 Liaison(s) d(s-S)  Z(S-S-C) 71(C-S-S-C) RMSD AE
Dithiolates
DT1 1 SS1 6.68  70.9, 120.5 146.8 1.12 2.47
DT2 1 SS2 470  76.2, 83.1 78.2 0.57 -0.25
DT3 1 SS3 5.77  39.6, 109.3 114.2 1.44 1.09

Dianions diradicalaires

DD(1,2) 1 SS1 276 92.1,99.3 128.8 0.83 0.88
552 276 91.2,96.4 68.8

3 SS1 276 92.1,99.3 128.8 0.83 0.88
552 276 91.2, 96.4 68.8

DD(1,3) 1 SS1 497 817,113.8  135.0 1.05 0.40
SS3 2.75  93.1,93.6 120.6

3 SS1 597  94.1,106.0  120.2 1.51 0.40
593 276 90.6, 90.6 125.3

DD(2,3) 1 552 276 94.9,92.4 62.3 0.64 -0.50
593 271  50.3,91.4 118.3

3 552 276 94.9,92.4 62.3 0.64 -0.51
SS3 272 94.2, 914 118.4

Table 6.3: Parametres géométriques et énergies relatives (en eV) des formes dianioniques de kB1 —
dithiolates (DT) ou dianions diradicalaires (DD). Les énergies relatives AE sont calculées

par rapport a I’énergie du composé neutre (N) — cf. Figure 6.8
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Figure 6.8: Les énergies électroniques relatives (en eV) des structures de kB1 apres la capture successive

d’électrons. DT (en ligne continue) sont les dithiolates, et DD (lignes discontinues) corres-

pondent aux dianions diradicalaires avec des liaisons 2S-3e. Le systéme neutre (N) est pris

comme référence.

Géométriquement, nous remarquons que la distance entre les deux atomes de soufre est

relativement flexible, allant de 2.75 A pour les formes RA jusqu’a 5 A pour les formes DT. Nous

tenons a préciser, a nouveau, que pour les formes DD, les densités de spin de Mulliken sont

toujours réparties similairement entre les deux atomes de soufre, excepté pour le DD(1,3) (Table

6.4).

Tout d’abord, nous allons considérer les especes dithiolates (DT), le DT1 est plus stable de

1.38 et 2.72 €V par rapport a DT3 et DT2. En observant les parametres géométriques, I'ordre lié

al’AEA (DT1, DT2 et DT3) suit 'ordre pour la distance inter-soufre, respectivement 6.68, 5.77

et 4.70 A. Le méme ordre est aussi respecté pour les angles diedres. En comparant la structure

de DT1 avec celle de N et RA1 (cf. Figure 6.9), la chaine latérale du résidu chargé positivement
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Especes  2S+1 SS1 SS2 SS3
DD(1,2) 1 -0.506/-0.527  0.546/ 0.483 -0.001/ 0.003
0.505/ 0.528  0.546/ 0.482 -0.002/ 0.005
-0.002/-1.020 -0.004/ 0.000 0.435/ 0.607
3 -0.000/ 1.021 -0.005/0.001 0.371/ 0.670
DD(3,2) 1 -0.000/-0.000 -0.618/-0.414 0.458/ 0.574
3 0.000/-0.001  0.625/ 0.404  0.434/ 0.603

w

DD(1,3)

—_

Table 6.4: Densité de spin de Mulliken des six atomes de soufre inclus dans les trois ponts disulfures

(arginine 24, R24) est réorientée, avec son extrémité chargée en direction de la liaison SS1 et

plus particulierement, vers le soufre de la cystéine 15 (Cysl5).

C16

R24

(a) Neutre, N (b) Radical anion, RA(1) (c) Dithiolate, DT(1)

Figure 6.9: Structures optimisées de kalata B1, centrée sur la liaison SS1

Cette rotation de l’arginine s’accompagne de la formation d’un nouveau réseau de liaisons
hydrogenes autour de la cystéine 15. Ces deux effets contre-balancent la forte répulsion entre les
deux atomes de soufre. Remarquablement, le DT3 est fortement stabilisé par rapport au RA3.
La différence est a nouveau géométrique. Sous la forme DT3, il a y une rotation au niveau des
acides aminés Prol13-Gly14 du coude (3 suite a la forte élongation entre les deux atomes de soufre
du pont SS3 (3.71 A) — cf. Figure 6.10. La rotation de la proline étant d’environ 80, le RMSD

de la DT3 est directement affecté par cette modification par rapport a la structure neutre. Ce

mouvement entraine une rotation de la chaine latérale -CH,-S™ de la Cys10 de la liaison SS3.
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L’atome de soufre s’oriente compléetement a 'opposé de 'autre soufre de la Cys22.

P20 G8

Figure 6.10: Structure optimisée de kalata B1 dans sa forme neutre, a gauche, et dithiolate (DT3), a
droite, centrée sur le pont SS3. L’ossature de la protéine est décrite par les tubes bleus
tandis que la proline et les ponts SS3 sont respectivement de couleur mauve et jaune. Les

distances sont en A. La rotation de la proline (P13) d’un angle de 80 est mise en évidence.

Concernant les dianions diradicalaires (DD), le plus stable est le DD(1,2). Cela pouvait étre
attendu suite aux résultats de la premiere capture électronique ou les RA1 et RA2 étaient les
plus réactifs (cf. Figure 6.8. Dans le cas du DD(1,3), la seconde addition électronique sur la
liaison SS3 induit une dissociation de la liaison du RA1, la longueur de la liaison passant de 2.75
A 4.97 A. L’arginine, initialement équidistante aux deux atomes de soufre du pont SS1, stabilise
le thiolate (Cysl), situation relativement similaire a la Figure (6.9¢). Cette évolution de la
dissociation d’une liaison SS suite a un exces électronique a été étudiée expérimentalement [338]

et théoriquement [336].

Il est nécessaire de garder a I'esprit que les formes DT sont énergétiquement favorables a la
seconde addition électronique, méme si tous les cas ont été explicités. Expérimentalement, cela
n’est sans doute pas observable. Suite a une irradiation d’un cristal, de nombreux effets de « pa-
cking » empécheraient la structure cristalline de se relaxer. Cette étude éclaircit la compétitivité

entre les trois liaisons SS suite a I’ajout d’un second électron.
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6.5 Conclusions du travail sur kalata B1

E travail s’inscrit dans la suite logique de plusieurs publications réalisées sur de petits
C systemes aliphatiques contenant un pont disulfure. Ces travaux montraient que ’AEA
dépendait de la tension de cycle, ou frustration topologique (tétrapeptide cyclique), de I'envi-
ronnement électrostatique (tétrapeptide lié & une hélice-r). Ce travail est le premier réalisé sur
une macromolécule de 29 acides aminés contenant trois ponts disulfures. Il s’agissait donc de
mettre en évidence les facteurs qui gouvernaient la compétition entre ces trois ponts disulfures
quant a ’addition d’un, puis d’un second électron. Une étude systématique de 'AEA et plus
précisément du AAEA a été réalisée ; notamment en décomposant cette derniere en deux contri-
butions : électrostatique et géométrique. La contribution électrostatique nous a montré que le
AAEA était influencé lorsque les ponts disulfures se situaient pres d’acides aminés chargés (ar-
ginine et glutamate). Leur influence sur le AAEA est directement proportionnelle & la distance
qu’ils possedent avec les ponts SS. En effet, plus la distance est courte, plus 'AEA en sera af-
fectée. Le résidu chargé positivement favorisent la capture électronique. SS1 est le pont le plus
réactif, étant capable de capturer un électron sans grande réorganisation géométrique autour de
lui. SS2 et SS3 sont, quant a eux, responsables du maintien de la structure en ruban de Mobius.
La seconde capture électronique nous a appris que la liaison SS1 capturait aussi de maniere plus
favorable un second électron. Le glutamate étant tourné préférentiellement vers la Cysl5. Le
DT3 est plus réactif que le DT2 (inverse lors de I’addition d’un électron). Lors de la formation
du DT3, un mouvement de rotation du coude [ avoisinant est observé, favorisant la stabilisation

de la Cysl10.






Chapitre 7

Les 1onisations de coeur

E dernier chapitre est consacré a un troisieme phénomene électronique, qui est l'ionisa-
C tion de coeur. Ce travail a été réalisé dans le cadre d’une collaboration avec le professeur
Vitaly N. Glushkov (Dniepropetrovsk, Ukraine) et a été soutenu dans le cadre du programme
Hubert Curien Dnipro 19735 QK. Vitaly N. Gluchkov a, en effet, développé une méthode rela-
tivement similaire a I’approche LSCF pour orthogonaliser les orbitales localisées et les orbitales
variationnelles entre elles.

Il existe deux processus responsables de I’émission d’électron(s) venant d’atomes : les pro-
cessus d’excitation et de relaxation électronique. Cette partie ne concerne que l’excitation ou
ionisation d’électron de coeur de molécules. L’envoi de lumiere monochromatique est adéquat
pour ioniser sélectivement des électrons de cceur. Il est ainsi possible d’exciter des électrons 1s,
2s ou 2p d’'un élément ou d’une molécule de maniere spécifique, et ce parce que les énergies
ou potentiels d’ionisation sont tres distincts, de 'ordre de 10 a quelques centaines électron-Volt
(eV). A titre d’exemple, la Table 7.1 ci-dessous reprend les énergies d’ionisation des atomes les
plus courants. Plus intéressant encore est qu’il s’avere possible expérimentalement de distinguer
les effets de I’environnement d’un méme élément. Par exemple, ’énergie d’ionisation du carbone
dans un cycle aromatique sera différente de celle d'un carbone d’un groupement fonctionnel
comme CFjs.

Un état excité ou ionisé de ceoeur réfere a la situation o un électron de coeur d'un atome
ou d’une molécule a été excité ou ionisé, laissant une vacance dans l'orbitale de cceur (souvent
appelée « trou de coeur »). L’énergie d’ionisation de coeur d'un atome ou d’une molécule est

I’énergie qu’il faut fournir a un atome neutre pour lui arracher un électron provenant du cceur. Ces



160

Les ionisations de coeur

Eléments Orbitales Ei, (eV)

Carbone 1s 284
Azote 1s 410
Oxygene 1s 543
Soufre 2s 231
2p 163

Table 7.1: Energies d’ionisation de quelques éléments courants [339].

états excités de coeur sont étudiés par absorption de rayons X (XA, X-ray Absorption) qui utilise
le rayonnement synchrotron. Le maximum d’absorption correspond a 1'éjection d'un électron
de la couche de ceeur. Les spectres XA sont caractérisés par deux régions : la région étendue
(EXAFS,extended X-ray Absorption Fine Structure) et la région NEXAFS ou XANES (Near-
FEdge X-ray Absorption Fine Structure ou X-ray Absorption Near-Edge Structure). La région
autour (£10 eV) du maximum d’absorption est celle du NEXAFS ou XANES, caractéristique
de I’état électronique de I’élément. La zone se trouvant apres le maximum d’absorption principal

et s’étendant sur quelques centaines d’eV correspond a la région de 'TEXAFS.

La spectroscopie NEXAFS est un outil tres puissant. En effet, la région NEXAFS dépend de
la géométrie, du nombre de coordination et de I’ordre de liaison. Elle est particulierement sensible
a ’environnement local de 'atome ionisé. De nombreuses applications de cette technique sont
utilisées, notamment pour déterminer des structures électroniques ou l'orientation de molécules
dans ’état solide ou adsorbée sur des surfaces [340]. Il est possible d’attribuer des signatures
caractéristiques des spectres NEXAFS aux groupements fonctionnels et dans certains cas des
liaisons spécifiques comme la liaison peptidique. Le spectre total d’'une macromolécule pourra
alors étre considéré comme une combinaison linéaire des spectres des structures individuelles
constituant la macromolécule. Cette approche est appelée Building Block Principle (BBP) et
est le point de départ de I'interprétation de spectres expérimentaux de molécules tres complexes
comme des protéines. Cependant, cette approche a aussi ses limites. La délocalisation des charges
électroniques aux travers des différents groupements fonctionnels entraine une modification des
orbitales moléculaires combinant les propriétés individuelles de ces groupements. Dans ces cas,

les signatures des spectres NEXAFS sont fortement modifiées. Des lors, la plupart des études
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expérimentales sont réalisées sur de petits systemes organiques [341,342] et plus récemment sur
des acides aminés ou chaines d’acides aminés [343-347]. L’étude d’ionisation de cceur des chaines
polypeptidiques a fait I'objet de quelques études expérimentales afin de pouvoir réaliser une carte
chimique de leurs caractéristiques en fonction de leur environnement. Des approches théoriques
peuvent ainsi venir en aide pour caractériser et comprendre les pics d’absorption des spectres

expérimentaux de systéemes complexes pour lesquels le principe BBP n’est pas toujours efficace.

En chimie théorique, selon le théoreme de Koopmans, 1’énergie d’ionisation pour une orbitale
donnée est égale a I'opposé de la valeur propre de cette orbitale dans la théorie de HF. Cette
méthode tres simple pour estimer le potentiel d’ionisation fonctionne assez bien tant qu’il s’agit
d’une ionisation de valence [348]. Cependant, elle ne prend en compte ni la relaxation orbitalaire
(redistribution de la densité électronique dans les orbitales suite a 1’éjection d’un électron), ni
la corrélation électronique du systeme. Des qu’un électron est enlevé d’une orbitale de coeur,
les effets de relaxation orbitalaire deviennent trop importants et le potentiel d’ionisation est
surestimé.

Dans les années soixante-dix, Bagus a développé une méthode qui prend en compte la re-
laxation orbitalaire, nommée ASCF, pour calculer les potentiels d’ionisation de coeur [349,350].
Selon cette approche, le potentiel d’ionisation est défini comme la différence entre ’énergie HF
d’un état ionisé et ’énergie correspondante de I’état fondamental d’une molécule neutre. Cette
fois, les orbitales de I’état ionisé se relaxent. Ce dernier est, de cette maniere, plus stabilisé que
par la méthode de Koopmans. Le potentiel d’ionisation ASCF sera donc inférieur au potentiel
d’ionisation obtenu a l’aide du théoreme de Koopmans. Le calcul d’énergie de 1’état ionisé est
effectué en utilisant l'orbitale de coeur d’intérét (construite dans 1'état fondamental), laquelle
restera simplement occupée, a la place de I’étre doublement. Plusieurs méthodes de type A ont
ensuite émergé, comme le AKS [351]. Cependant, avec ces approches, 'état fondamental n’est
pas orthogonal aux états ionisés/excités. Plusieurs techniques ont été proposées pour assurer
I'orthogonalité, cependant elles ne s’appliquent, en général, qu’a des molécules organiques et
non a des systemes macromoléculaires [352-354].

En 2002, N. Ferré et X. Assfeld utilisent une approche basée sur le LSCF pour traiter cor-
rectement les ionisations de cceur de polymeres (le polyéthylene et le polytétrachloroéthylene)
et d'un systeme biologique (la crambine) [355]. La liaison covalente entre la partie QM et la

partie MM est matérialisée par une SLBO doublement occupée. Cette SLBO reste gelée lors de
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I'optimisation de la fonction d’onde. Le trou de ceoeur est quant a lui décrit a I'aide de 1'orbitale
de cceur d’'interét (CO, Core Orbital) vacante. Cette derniere, issue du calcul sur le neutre, sera
gelée lors de 'optimisation de la fonction d’onde de 1’état ionisé, assurant ’orthogonalité entre les
états électroniques. Le systeme ionisé est donc constitué d’orbitales variationelles et d’orbitales
gelées (SLBO et CO)

Par conséquent, il suffit de réaliser deux calculs d’énergie adiabatique : un calcul de I’énergie
de I'état fondamental du systéme neutre, E(W¥), ou U est le déterminant de 1'état fondamental
et un calcul de I'énergie de 1'état électronique ou l'orbitale de cceur est gelée et vacante (E(U’)).
L’orbitale de coeur d’intérét est localisée dans 1’état fondamental du systeme par un des criteres

de localisation (cf. section 4.3.2).
Eion = B(V') — E(T) (7.1)

Quelques années plus tard, P.-F. Loos et X. Assfeld ont apporté une amélioration de la mé-
thode [356]. Dans le cas des ionisations de coeur d'un atome appartenant a un systeme biologique
décrit en QM-MM, il est donc nécessaire de définir une ou plusieurs orbitale(s) localisée(s) pour
décrire 1'état électronique ionisé : une CO et une SLBO. Dans I'approche LSCF, la méthode
Loéwdin est utilisée pour orthogonaliser les OL. Cependant, il faut signaler ici que P.-F. Loos et
X. Assfeld ont mis en évidence que la situation pourrait devenir dramatique si elle était appli-
quée simultanément sur des orbitales localisées occupées (SLBO) et vides (CO). En effet, cette
orthogonalisation des OL fonctionne tres bien lorsque celles-ci sont toutes occupées, mélangeant
donc des orbitales de méme nature. Lors du calcul de 1’énergie de 1’état électronique ionisé, des
OL occupées (SLBO) sont en présence de CO vacante (trou de coeur). Dans ce cas, 'orthogo-
nalisation de Lowdin a pour effet de peupler partiellement les orbitales vides! Cette situation
sera plus importante dans le cas ou une SLBO est tres proche d'une CO et que le recouvre-
ment entre ces orbitales est grand. P.-F. Loos a donc proposé d’orthogonaliser les OL vides avec
la méthode de Lowdin et ensuite, d’orthogonaliser les OL occupées a 'aide de la méthode de
Gram-Schmidt [13]. Cette orthogonalisation par bloc ne sera pas utilisée par la suite parce que
les différences entre énergie d’ionisation par la méthode Lowdin et la méthode Lowdin+Gram-
Schimdt sont seulement de 0.05 eV sur un atome définissant la SLBO et possédant une CO. De
plus, nous avons veillé a ce que la CO ne soit pas sur un des atomes définissant la SLBO lors
des ionisations de cceur du carbone de systemes biologiques.

Dans ce chapitre, nous allons décrire une nouvelle approche developpée par V. Glushkov
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qui permet d’othogonaliser les OL aux orbitales variationnelles : la méthode de la projection
asymptotique (AP, Asymptotic Projection) [357-359]. Les sections suivantes seront dédiées a la
validation de cette approche sur un jeu de molécules organiques. Ensuite, nous évaluerons les
ionisations de coeur d’acides aminés et finalement, nous observerons les variations de I'ionisation
suite a la polymérisation de la glycine, ainsi que les effets de ’environnement lorsque la glycine

est un résidu constitutif de la Serum-Albumine Humaine (HSA, Human Serin Albumin).

7.1 L’approche de la projection asymptotique

POUR rappel, il est possible de localiser et de geler des orbitales en LSCF et, qui plus est, une
contrainte d’orthogonalité leur est imposée. Cette contrainte est réalisée en trois étapes

successives :

1. L’ensemble des orbitales gelées sont orthogonalisées entre elles par la méthode de Lowdin,
Eq. (4.12).
2. Chaque fonction de base atomique |u) est projettée dans le sous-espace des complémen-

taires des OL (OLO), Eq. (4.13).

3. Il est nécessaire d’enlever les L dépendances linéaires engendrées par les L OL et présentes

dans I'étape 2, Eq. (4.16).

Les deux dernieres étapes sont rassemblées en une matrice B =M - X (Eq. (4.17)).

La projection asymptotique est une méthode qui traite aussi des contraintes telles que des
orbitales gelées de maniere totalement orthogonales aux orbitales variationnelles. Cependant, la
procédure est légerement simplifiée. Cette méthode a été utilisée auparavant pour décrire les
ionisations de coeur de petits systemes (Hy, CO, FH, HyO, ...). En I'implantant dans notre
version modifiée de Gaussian [360], nous allons pouvoir réaliser des applications sur de plus
grands systemes et ’employer sur des systemes protéiques traités en QM-MM.

Les orbitales localisées (OL) sont toujours décrites comme une combinaison linéaire des or-

bitales atomiques :
N

1) = axi|A) (7.2)

A
Plagons nous dans le cadre des ionisations de cceur, un électron est enlevé de la spin-orbitale de

ceeur [3 |z/1gk) dans 1’état ionisé. Nous nous trouvons donc dans le formalisme Unrestricted. La
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premiére contrainte a imposer est que les orbitales variationnelles (¢);) soient orthogonales aux

OL :
WSly =0 j=1,2,3,...,n"

(1) =0 j=12.3,m’ 1 (7.3

Deuxiémement, toutes les spin-orbitales [ de ’état ionisé k (wf |) doivent étre orthogonales a

celle de I’état fondamental (|10,)) :

(W) =0 G=1,23,..0" =1 (7.4)

Ces deux contraintes peuvent étre rééerites a I'aide d'un projecteur P, défini comme SN [1) (1]

> (U8 P [i) =0
J

5 (7.5)
> (w1l ) =0
J
et
nP—1
S (WIPdeg) =0 (7.6)
J
avec le projecteur Py, = |t }{ Yor|. Suite a cela, on peut décrire un Lagrangien qui prend en
compte ces contraintes :
n® nP—1 nB-1
L= (WHO) + M | Y @ Puleg) + 3 (IRl | + X2 D (01 Pulig)  (7.7)
J J J
Il suffit maintenant de résoudre le systeme :
oL =0 (7.8)

ou lapproximation algébrique |1);) = P|i;) est utilisée pour définir la variation des orbitales

atomiques :
|04) = Fuldwy) + (P — Po) |4;) (7.9)

P est un orthoprojecteur' définit par un jeu de bases de dimension M et P, est définit dans

le sous-espace des orbitales occupées. Le premier terme de cette derniere expression n’induit

1Un orthoprojecteur permet de réduire un espace de dimension infinie X & un espace de dimension finie M

comprit dans I’espace X selon la relation M = PX
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aucun changement sur 1’énergie totale du systéme vu qu’il est invariant a la transformation
de l'orthogonalité des orbitales ayant un méme spin. Les modifications de 1’énergie proviendront
principalement du second terme. L'Eq. (7.8) a I'aide des Eq. (7.7) et (7.9) devient apres quelques

manipulations :

ne

D (SUS(P = Po) (F* + M Py [)+
B

Zw}f (P = P,) (F? + M Py + M Por) [¢]) + cc. =0

J
ol F* et FP sont les opérateurs UHF habituels. A partir de cette équation, on peut en tirer le
systeme d’équations aux valeurs propres suivant :
P (F* + M Pg) [0F) = €[0F) (7.10)
P(F7 4+ MP+ %P5 ) 1)) = lu)) (7.11)

Un Fockien modifié (Fi,0q) peut ainsi étre défini pour les spin-orbites a et [ :

mod = F* APy (7.12)
FP  =F° 4+ NP} + NPy, (7.13)

Les multiplicateurs de Lagrange, outils purement mathématiques, ne sont toutefois pas encore
déterminés. La méthode utilisée pour résoudre ce probleme sous contrainte est la projection

asymptotique dont voici le théoreme [361] :

If it is assumed that the normalized vector |u) is not an eigenstate of F'PF opera-
tor, then the constraint vector |u) tends to an eigenvector of the modified operator

Fuoa = P(F 4+ A\P,)P if and only if X\ — oo, P, = |u)(ul.

Ce théoreme peut-étre démontré d’une maniere rapide et efficace a I'aide de I'exemple suivant :
Soit le vecteur |u') définit par les coefficients d’une orbitale localisée, multipliés par I'opérateur

modifié F,.q :

(Fu+XM) Fo - Fi 1 41
Fy
"~ S MM (7.14)
Fnl an 0 fj\_nll
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avec A\; = A(u|P|u). Cette équation montre clairement, que le vecteur |u') et donc I'orbitale
localisée sera bien un vecteur propre de F,,,4 si et seulement si A tend vers 'infini (souvent de

l'ordre de 10%).

7.1.1 L’implantation

Nous avons réalisé I'implantation de 'approche AP dans la version de Gaussian03 déja mo-
difiée pour le LSCF. Sachant que le projecteur P, peut étre défini comme suit avec |v) et (u

des orbitales atomiques :

P, = Z |3) (Ui (7.15)
= Z CpuiCuil V) (], (7.16)

et les éléments du Fockien deviennent sous forme matricelle :

qumOd = qu + )‘<¢p|Pu|¢q> (717)

= Fpq + A <Z CuiCui{Pp|V) <N|¢q>> (7.18)

7
Finalement, le terme qui faisait intervenir le projecteur est calculé comme le recouvrement orbi-

talaire entre les OA.

Frogmod = Fpg + A Z CuiCuiS v s, (7.19)

v,p

Ce recouvrement est aussi calculé en LSCF pour 'étape 2. (cf. Eq. (4.15)). Le point commun
entre I'approche LSCF et AP est, en fait, I'utilisation d’'un méme projecteur mais utilisé de
maniere différente. En effet, en LSCF, un projecteur définit par les orbitales localisées modifie le
jeu d’orbitales atomiques pour les rendre orthogonales aux OL. Dans I’AP, ce méme projecteur

est simplement ajouté au Fockien.

7.2 Validation de la projection asymptotique

ﬁ APRES I'implantation de ’AP dans la version B.05 de Gaussian03 [360], nous avons testé
et validé I’approche en calculant les énergies d’ionisation de I'orbitale 1s du carbone d’un

ensemble de petites molécules organiques (les Tables 7.2 et 7.3). Ces molécules organiques ont



Les ionisations de coeur 167

été utilisées préalablement dans une étude de P.-F. Loos a l'aide de la méthode LSCF [356].
Ceci permettra de valider ’AP en la comparant a 'approche LSCF. Deux groupes constituent
ces molécules organiques : un groupe d’hydrocarbure et un groupe de molécules contenant des
hétéroatomes.

Dans le travail préliminaire de P. F. Loos, le choix de la base et de la fonctionnelle a été étudié
respectivement sur le méthane et sur l’ensemble des molécules organiques; nous reprendrons
le méme jeu de base optimal obtenu (6-311++G(d,p)). Les géométries ont été optimisées au
niveau de théorie B3LYP/6-3114++G(d,p). La précision sur le calcul des énergies des deux états
électroniques est primordiale et a été jugée optimale avec la fonctionnelle hybride PBEO 2.
Quant aux criteres de localisation de l'orbitale 1s de I'atome d’interét, deux criteres ont été
testés PM (Pipek-Mezey) et BF (Boys-Foster) sur la série de molécules organiques. La déviation
des énergies d’ionisation par rapport a l'expérience se trouve entre -1.78 eV et 0.63 eV avec le
critere de localisation de PM contre seulement 0.22 eV a 0.81 eV avec le critere de BF. Le niveau

de théorie utilisé finalement est donc BF-PBE0/6-311++G(d,p)//B3LYP/6-3114++G(d,p).

7.2.1 Ionisation de coeur de molécules organiques

Le premier test de validité de AP a été effectué en comparant les ionisations de cceur de
I'orbitale 1s de I'atome de carbone du méthane. Le potentiel d’ionisation de référence est la
valeur expérimentale de 290.84 eV ainsi que celle obtenue par ’approche LSCF qui nous servira
de valeur théorique de référence. La Table 7.2 reprend ces ionisations de coeur obtenues par les
deux approches (LSCF et AP). Nous avons posé une ou deux contraintes. Une contrainte signifie
qu'une seule orbitale de coeur 1s du carbone est gelée, celle-ci sera vacante ®. Lorsque nous
avons imposé deux contraintes, une orbitale de coeur vacante (pas d’électron 3) et une seconde
orbitale de cceur occupée par un électron o sont gelées. Nous avons nommé ces deux schémas
respectivement 1 CO et 2 CO. En LSCF, I’énergie d’ionisation de 'orbitale 1s du carbone est
de 290.78 eV avec 2 CO et de 289.65 eV avec 1 CO. Cela s’explique par le fait qu’il y a moins

d’orbitales variationnelles lors du calcul & deux contraintes (une de moins). Nous verrons que

2Le calcul de I'énergie d’ionisation de I'orbitale 1s des atomes de carbone du pentane a été évalué avec les
deux fonctionnelles hybrides PBEQ et BSLYP. Un RMSD total par rapport a I’expérience de 0.54 eV a été obtenu

avec B3LYP alors qu’en PBEO cette déviation par rapport a I’expérience n’est que de 0.16 eV.
3Dans le programme Gaussian, les électrons a remplissent en premier les orbitales suivi des électrons 3, il faut

donc toujours vider 'orbitale 1s de ’électron .
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cette déviation est constante.

Passons maintenant a I’approche AP, cette premiere évaluation des énergies d’ionisation sur
le méthane a pour objectif principal de déterminer le coefficient de Lagrange (A) optimal. Nous
pouvons observer que plus A est grand, plus I’énergie d’ionisation tend vers la valeur obtenue en
LSCF, ce qui était attendu. Lorsque A = 10%, I’écart par rapport I’énergie d’ionisation de coeur
ne differe qu’a la quatrieme décimale, ce qui est amplement satisfaisant. Les erreurs entre AP
et LSCF sont donc totalement similaires a 'erreur numérique pres. Dans la suite, nous avons

donc pris un A = 10° afin que les contraintes d’orthogonalité soient respectées. D’un point de

Méthode Eion (eV)

2 CO 1 CO
LSCF 290.776351  289.652004
AP A=10° 290.776280 289.652888

A =10 290.775638 289.652745

A= 10" 290.769243 289.651314

A =103 - 289.636783
Expérience 290.84

Table 7.2: Comparaison entre 1’énergie d’ionisation obtenue par la méthode LSCF et I’AP. Le coefficient

de Lagrande de 'approche AP varie entre 103 et 10°.

vue temps de calcul entre les deux méthodes, nous observons des temps totalement similaires.
Ensuite, nous avons évalué les énergies d’ionisations de 'orbitale 1s du carbone pour une série
de molécules organiques. La Table 7.3 reprend les valeurs obtenues avec une ou deux contraintes
(1 CO ou 2 CO) a l'aide de ’AP. Les énergies d’ionisation de coeur obtenues en LSCF par P.-
F. Loos ne sont pas montrées parce qu’elles sont identiques a une erreur numérique pres. La
déviation moyenne par rapport aux valeurs LSCF est de 1x107% et de 3.5 x10™* lorsque ’on

pose respectivement 1 CO ou 2 CO.

Molécules Eion (eV) Déviations
2CO 1CO Exp. 2CO 1CO
Méthane C 290.78 289.65 290.84 -0.06 -1.19
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Table 7.3 — suite de la page précédente

Molécules Eion (eV) Déviations
2CO 1CO Exp. 2CO 1CO
Ethane C 290.67 289.55  290.71  -0.04 -1.16
Ethylene C 290.70 289.59 290.82 -0.12  -1.23
Ethyne C 291.19 290.07 291.25 -0.06 -1.18
Propane CHj 290.48 289.37
CH, 290.63 289.52
Moyenne 290.56 289.44 290.57 -0.01 -1.13
Propene CH, 290.10 289.00
CH 290.62 289.52
CH; 290.79  289.67
Moyenne 290.51 289.40 290.68 -0.17  -1.28
Propyne CH 290.21 289.09 290.37 -0.16  -1.28
C 290.84 289.74 290.93 -0.09 -1.19
CHj 291.70  290.58 291.76 -0.06 -1.18
Butane CH; 290.44 289.32
CH2 290.46 289.35
Moyenne 290.45 289.33 290.48 -0.03  -1.15
Pentane CH3 (C1) 290.41 289.29
CH2 (C2) 290.41 289.30
CH2-c (C3) 290.29 289.19
Moyenne 290.39 289.28 290.42 -0.03 -1.14
RMSD hydrocarbures 0.09 1.19
Formaldéhyde C 294.46 293.36 294.47 -0.01  -1.11
Acétone C(0) 293.72  292.62 293.71 0.01 -1.09
293.88 -0.16 -1.26
CH; 291.08 289.97 291.15 -0.07  -1.18
291.23 -0.15  -1.26
Méthanol C 292.44 291.32 292.30 0.14 -0.98
292.80 -0.36  -1.48
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Table 7.3 — suite de la page précédente

Molécules Eion (eV) Déviations
2CO 1CO Exp. 2CO 1CO

Ethanol CH, 292.30 291.19 292.50 -0.20 -1.31
CHj 290.69 289.57 291.10 -0.41  -1.53

Acide éthanoique CHj 291.85 290.73 291.55 0.03 -0.82
291.60 0.25 -0.87

COOH 295.35 294.26 295.38 -0.03  -1.12

295.60 -0.25 -1.34

Diméthyléther CHj 292.17 291.06 292.17 0.00 -1.11
292.55 -0.38  -1.49

Acide formique C 296.33  295.46 295.80 0.53 -0.34
295.90 0.43 -0.44

Methylamide CH; 291.55 290.43 291.60 -0.05 -1.17
RMSD héterocarbures 0.26 1.15
RMSD total 0.175 1.165

Table 7.3: Comparaison des énergies d’ionisation de coeur du carbon 1s d’une série de composés orga-
niques en employant la méthode LSCF et AP. L’optimisation et les calculs d’énergies ont été

obtenus au niveau de théorie : PBE0/6-311++G**//B3LYP/6-311++G**.

Cette Table nous montre de maniere tres claire que la méthode 2 CO reproduit tres bien
les énergies d’ionisation de coeur que ce soit pour des composés entierement carbonés ou pour
des composés constitués d’azote ou d’oxygene. En effet, le RMSD calculé pour les énergies
d’ionisation du C 1s avec 2 CO des composés totalement carbonés est de 0.09 eV. Le RMSD
pour les autres composés est légerement plus grand (0.26 eV).

Concernant les hydrocarbures, les énergies d’ionisation de cceur sont expérimentalement
proches de 290.5 eV pour les composés contenant des liaisons simples ou doubles. Par contre, la
présence d’une liaison triple induit une légere augmentation de 1’énergie d’ionisation : 291.25 eV
(éthyne) et 291.76 eV (propyne). Ainsi, I’énergie d’ionisation théorique du C 1s du -CHj3 passant
du propane au propene et au propyne est augmentée respectivement de +0.31 eV et +1.18 eV.

En comparant cette catégorie avec les composés contenant des hétéroatomes, nous observons
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une augmention de 1’énergie d’ionisation, principalement sur les atomes de carbone liés a un
alcool, de +1.66 eV (+1.46/41.96 eV) passant du méthane au méthanol théoriquement (expé-
rimentalement). Le fait de passer de I’éthanol a ’acide éthanoique induit aussi un déplacement
du spectre expérimental de +2.88/+43.1 eV pour le carbone du -CHy-OH et du groupement -
C(=0)-OH. Ce déplacement est aussi bien reproduit par la théorie (+3.05 eV). Cet effet de
légere augmentation de 1’énergie d’ionisation en présence d'un atome électronégatif a déja été
observé d'un point de vue expérimental aussi. Cela nous montre donc que les énergies d’ionisa-
tion sont tres sensibles a leur environnement proche et a la nature des atomes mais aussi que
notre approche théorique (2 CO) reproduit trés bien les données expérimentales.

Tout comme pour le méthane, le calcul du potentiel d’ionisation de coeur avec 1 CO diminue
constamment 1’énergie d’ionisation d’environ 1.12 eV alors que cette situation devrait étre plus
proche de la réalité vu qu’il y a plus de relaxation orbitalaire que dans 2 CO. La Figure suivante

reprend les valeurs de la Table 7.3 et montre clairement cette tendance.

T T T | T T T T T T T T T T T T T T T
— Expérience o
296— o 2CO N
= 1CO ~ =
[u}
294 - —
’>\ - -
L
i 292 —
290 —
28 1 1 1 | 1 1 1 | 1 1 1 | 1 1 1 | 1 1 1 | 1 1 1
%90 291 292 293 294 295 296

Figure 7.1: Graphe comparatif des énergies d’ionisation obtenues lorsque nous imposons une ou deux
contraintes par rapport aux valeurs expérimentales issues des références [341,342]. L’optimi-
sation et I’énergie des états électroniques ont été obtenus au niveau de théorie BF-PBE0/6-

311++G**//B3LYP/6-311++G**.



172 Les ionisations de coeur

Cet ensemble de résultats nous a permis d’établir et ensuite d’appliquer une régression linaire
sur les valeurs obtenues avec 1 CO pour qu’elles se juxtaposent aux valeurs obtenues avec 2 CO.
Cette relation, nommée LR-AP, a pour équation : ELF = 0.98 E1C0 +6.75 et sera appliquée dans

on on

la section suivante relative aux acides aminés.

7.2.2 Application aux acides aminés

Apres la validation de I’approche AP sur un grand nombre de molécules organiques, nous
avons calculé les ionisations de coeur d’une série d’acides aminés a laquelle nous avons appliqué
la régression linéaire. Actuellement, des spectres NEXAFS permettent d’associer une signature
spectrale a une classe d’acides aminés. Par exemple, les acides aminés a chaine latérale aroma-
tique ont une signature différente*. Nous disposons des données expérimentales pour chacun des
acides aminés et principalement pour les énergies d’ionisation des couches 1s du carbone « (C,)
et du carbone du carboxyle (C(=0)OH) du squelette des acides aminés [362-364]. Les données
sur l'azote pour les acides aminés sont plus rares. Les 20 acides aminés peuvent étre classés en

quatre groupes qui se différencient par la nature de leur chaine latérale :

1. Les acides aminés possédant des chaines latérales aliphatiques telles que 1’alanine (Ala), la

valine (Val), la leucine (Leu), 'isoleucine (Ile) sont non-polaires.

2. Les acides aminés possédant des groupements fonctionnels comme -OH, -SH, -SCHj3 se

trouvent dans la sérine (Ser), la thréonine (Thr), la cystéine (Cys) et la méthionine (Met).

3. Les résidus ayant une chaine latérale avec des acides carboxyliques ou amines comme

I'aspartate (Asp) et le glutamate (Glu), et I’asparagine (Asn) et la glutamine (Gln).

4. Le groupe des acides aminés possédant des chaines latérales fortement basiques comme
la lysine (Lys) et l'arginine (Arg). Leur spectre NEXAFS sont tres similaires au groupe

précédent.
5. Les acides aminés ayant une chaine latérale aromatique : la phénylalanine (Phe), le tryp-
tophane (Trp), la tyrosine (Tyr) et I'histidine (His).

Seuls les acides aminés des groupes 1., 2. et 5. ont été considérés. La Table 7.4 reprend les
énergies d’ionisation de coeur de l'orbitale 1s de 1’azote, du carbone « et du carbone du carboxyle.

Ces valeurs sont des moyennes parce que pour chaque acide aminé deux conformations ont été

4Celle-ci n’est pas modifiée lors de la formation d’une liaison peptidique
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considérées’. Nous verrons dans la section suivante dédiée & la polymérisation de la glycine que

quatre conformations de son monomere ont ainsi été étudiées.

De maniere générale, nous pouvons dire que les valeurs obtenues théoriquement, reprises dans
la Table 7.4 sont en excellent accord avec I’expérience que ce soit pour l'ionisation du carbone
1s en position a ou celui du carboxyle avec respectivement un RMSD de 0.29 eV et 0.36 eV.
La régression linéaire appliquée fonctionne donc de maniere tres satisfaisante sur ce type de
composé. Les énergies d’ionisation de cceur du C, expérimentales se trouvent entre 292.0 eV et
292.3 eV quels que soient les acides aminés et entre 292.15 et 292.89 eV avec ’approche théorique
LR-AP. De la méme maniere la valeur expérimentale (théorique) de l'ionisation de 'orbitale 1s
du carbone du -C(=0)OH est comprise entre 295.0 (294.20) eV et 295.3 (295.05) eV. Nous
pouvons donc dire que les valeurs obtenues théoriquement sont en bon accord avec I'expérience
et que nous pouvons distinguer sans ambiguité les deux types de carbone étudié.

Concernant les ionisations de cceur de 'orbitale 1s du l'azote, nous observons que pour la
glycine (seule donnée expérimentale) un écart de 2.93 eV est obtenu entre la valeur expérimentale
et la valeur théorique. L’énergie d’ionisation de cceur de 1’azote se trouve toujours entre 402.0
et 403.0 sachant que expérimentalement elle doit se trouver vers 405.58+0.15. En utilisant le
schéma 2 CO, I'écart est sensiblement plus faible (0.94 eV). La relation établie pour les atomes
de carbone n’est donc sans doute pas la meilleure pour reproduire les énergies d’ionisation de
ceeur de 'azote, cependant 'utilisation des deux contraintes induit aussi un écart assez important

par rapport a l'expérience.

Acides aminés Is Eion (eV) Ecarts
LR-AP Exp.

Alphatiques

Glycine N(H) 402.65 405.6 2.95
Ca 292.49 292.3 -0.19
C(=0)OH  295.05 295.1 0.05

Alanine N(H)
Caq 292.31  [292.2, 292.1]

®Les conformations ne different de la position de I'hydogene du groupement terminal C(=0)OH et par 1’orien-

tation du groupement terminal amine.
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Table 7.4 — suite de la page précédente

Acides aminés 1s FEion (eV) Ecarts
LR-AP Exp.
C(=0)OH 294.76  [295.0, 295.1]
Valine N(H) 402.29
Ca 202.08  [292.2, 202.1] [0.12, 0.22]
C(=0)OH 294.76 [295.0, 295.1] [0.24, 0.34]
Isoleucine N(H) 402.22
Ca 202.89  [202.2, 292.1] 0.6, 0.7]
C(=0)OH 29420 [295.0, 295.1] 0.8, 0.9]
Sérine N(H) 402.29
Ca 202.34  [292.2, 292.3] [:0.14, -0.04]
C(OOH)  294.85 [295.0, 295.3] 0.15, 0.25]
Thréonine N(H) 402.41
Ca 202.24  [292.2, 202.3] [:0.04, -0.06]
C(=0)OH 29496 [295.0, 295.1] [0.04, 0.14]
Cystéine N(H) 402.39
Ca 202.49  [292.2, 202.1] :0.29, -0.39]
C(=0)OH  294.99  [295.0, 295.1] [0.01, 0.11]
Méthionine N(H)
Ca 202.2(1)
C(=0)OH 205.0(1)
Aromatiques
Phenylalanine N(H) 402.96
Ca 202.45 [292.2, 292.1] [:0.25, -0.35]
C(=0)OH  295.05  [295.0,295.1] -0.05, 0.05]
Tyrosine N(H) 402.18
Ca 202.17  [292.2, 202.1] [0.03, -0.07]
C(=0)OH 294.57 [295.0, 295.1]
Histidine (J) N(H) 401.88

oN 292.35  [292.2, 292.1] [-0.15, -0.25]
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Table 7.4 — suite de la page précédente

Acides aminés 1s Eion (eV) Ecarts
LR-AP Exp.

C(=0)OH  294.90 [295.0, 295.1] [0.10, 0.20]
Histidine (e) N(H) 402.01

Ca 291.96 [0.24, 0.14]

C(=0)OH  294.49 [0.51, 0.61]
Histidine (protonée) N(H) 407.20

C, 297.15 [-4.95, -5.05]

C(=0)OH  299.68 [-4.68, -4.58]
Proline N(H) 402.03

., 292.15

C(=0)OH  294.68

Table 7.4: Comparaison des énergies d’ionisation de coeur du carbon 1s d’une série de composés orga-
niques en employant la méthode LSCF et AP. L’optimisation et les calculs d’énergies ont
été obtenus au niveau de théorie : PBE0/6-311++G**//B3LYP/6-311++G**. Les valeurs

expérimentales proviennent des références [362-364].

Parmi les acides aminés aliphatiques, la chaine latérale des acides aminés n’induit pas ex-
périmentalement de modifications dans les énergies d’ionisation. Cela montre que les énergies
d’ioniation de cceur du C, et du C terminal ne sont que tres peu affectées par la nature des atomes
se trouvant a deux liaisons ou plus en phase gazeuse et lorsqu’il s’agit de composés neutres. Cela
est aussi valide sur la série de composés organiques. Concernant les résidus aromatiques, nous
pouvons observer que le résultat expérimental pour I’histidine est effectué sous sa forme neutre.
En effet, la déviation entre I'expérience et I'histidine protonée est supérieure a 4 eV d’écart que
ce soit pour les carbones ou l'azote. Cela n’est pas surprenant parce qu’il est bien connu que
les énergies d’ionisation de coeur sont fortement affectées par les états de protonation et ainsi
du pH. Les acides aminés existent dans différents états de protonation en fonction de leur envi-
ronnement local ou du pH. Hitchcock et collaborateurs ont montré que le spectre NEXAFS du
carbone 1s est tres sensible a la protonation/déprotonation des groupement terminaux carboxyle

et amine [345]. Le cas de I'histidine illustre bien le fait que les états de protonation ont beaucoup
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d’influence et ne peuvent étre négligés. La présence d’une charge dans ’environnement proche
de I'atome ionisé jouera donc un role important.

Dans cette partie sur les énergies d’ionisation de coeur des acides aminés, nous sommes par-
venus a reproduire raisonablement les énergies d’ionisation du squelette des acides aminés ali-
phatiques et aromatiques. Cependant, les énergies d’ionisation 1s de ’azote sont assez fortement
sous-estimées, cela pourrait étre du a la base utilisée. Une base plus étendue serait sans doute
plus judicieuse pour les atomes d’azote’. La présence de hétéroatomes ou de cycles aromatiques
a plus de deux liaisons du carbone étudié ne déplace ni le spectre expérimental d’absorption
NEXAFS, ni les pics d’absorption théorique. Nous avons confirmé que I’état de protonation mo-
difie fortement les énergies d’ionisation de coeur avec les deux états de protonation de 1'histidine.
Nous allons maitenant observer I'effet de la polymérisation de glycine et ensuite les variations

de I’énergie d’ionisation du C, des glycines de la HSA en fonction de son environnement proche.

7.3 Les effets de ’environnement sur la Glycine

E dipeptide le plus simple impliquant une liaison peptidique est la glycil-glycine ((Gly)s).
L Hitchcock et collaborateurs ont mesuré les spectres des C 1s, N 1s et O 1s des deux especes
gazeuses (Gly) et (Gly)y ainsi que les trois especes solides, Gly, (Gly)s, (Gly)s [345]. Seulement
quelques études de chimie quantique ont été réalisées sur plusieurs dipeptides (Gly-Thr, His-Phe,

Gly-Trp, Arg-Gly et Gly-Gly-Gly) [343].

7.3.1 La mono-, di- et triglycine

Cette étude consiste principalement a, dans un premier temps, évaluer les énergies d’ionisation
de la poly-glycine afin d’observer les effets conformationnels et ceux de la formation de liaisons
peptidiques”.

Il y a plusieurs conformeres stables du monomere de la glycine en phase gazeuse. Des études
théoriques ont montré qu’il en existait huit qui sont nommées Ip, Ilp, III, IVp, IVn, Vn, Vip,
VIIp et VIIIn (les conformeres de symétrie Cy (C;) sont notées p (n) ) [365]. Cependant, que

certaines d’entre elles ont été observées expérimentalement : Ip, IIp, ITIp et IVn. Ces quatres

6La base utilisée étant optimale pour caractériser les ionisations de coeur d’atomes de carbone.
"Dans la référence [356] se trouve I'analyse concernant la polymérisation de 1’alanine avec ’approche LSCF.
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conformeres se trouvent sur la Figure 7.2. Les conformations Ip et IIIp sont majoritaires a 53
% et de 30 % [345]. Les deux autres conformations sont possibles (IIp et IVn) mais sont moins
abondantes (9% et 7%). Nous avons considéré, ensuite, deux conformations pour le dipeptide,
la Figure 7.2 reprend celles-ci. Ces deux conformations différent entre elles par 1’angle diedre
Ca2-N(H)-C(=0)-0O passant de 0" a 180. Ces deux conformations sont étudiées afin d’observer
les modifications qu’elles entrainent sur les énergies d’ionisation. Finalement, nous avons calculé

les énergies d’ionisation de cceur de la glycine centrale du tri-glycine ((Gly)s) en conformation

- 4L, 4

Conformation Ip Conformation Illp Conformation llp Conformation 1Vn
(53%) (30%) (9%) (7%)

hélice a et feuillet 3.

H,oN

Conformation 0° Conformation 180°

Figure 7.2: Conformations de la glycine monomere et dimere explorée lors de cette étude.

Les valeurs expérimentales pour l'ionisation de la couche 1s du carbone de la Gly, (Gly)s,
et (Gly)s sont similaires en phase solide ou gazeuse [345]. Un déplacement de ~0.3 eV pour
l'ionisation du C(=0) entre le monomere et le di- ou trimere en phase solide est observé. Il est
du a la formation de la liaison peptidique. En effet, passant du monomere au di ou tri-peptide, le
groupement formyl devient le groupement amide de la liaison peptidique. L’effet de la formation
de la liaison peptidique devrait étre aussi observé pour l'ionisation de 'atome d’azote.

La Table 7.5 reprend les énergies d’ionisation de coeur de la glycine et de la glycil-glycine.
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Les conformations du monomere Ip et IVn sont plus stables de 1.5 kcal.mole™

par rapport au
conformations IIp et IIIp. Nous observons que les énergies d’ionisation de la conformation Ip
et IIIp sont tres similaires quel que soit 'atome ionisé. Ces conformations sont d’ailleurs tres
similaires, une simple rotation du groupement carboxyle. Les énergies d’ionisation de 'azote et
du carbone du groupement -C(=0)OH de la conformation IIp sont quant a elles modifiées de
-0.2 eV et de +1.1 eV, par rapport a Ip et IIlp; cela est di a la présence d’une liaison hydrogene
entre 'amine et le carboxylate. Le groupement donneur est donc plus affecté par la formation de
liaisons hydrogene. La conformation IVn ne different de la conformation Ip que par sa symétrie,
I'énergie d’ionisation de cceur du -N(H) est fortement modifiée avec un déplacement de +1.0
eV par rapport a la conformation Ip. Cette derniere observation differe de I'interprétation de
Gordon qui montrait que la conformation IIp possédait la plus grande différence par rapport

au trois autres conformations avec seulement un pic expérimental légerement plus large pour

Iionisation de l'azote, mais pas de déplacements significatifs.

Concernant la glycil-glycine, les modifications des énergies d’ionisation sont tres faibles en
fonction de la conformation 0’ et 180, au maximum 0.1 eV. La conformation (' est cependant plus
favorable de 3.8 kcal.mole™!, principalement pour des raisons stériques. En comparant les énergies
d’ionisation du monomere Ip et de la conformation 0, le passage de C(=0O)OH a C(=0O)N(H)
est marqué par un déplacement de +0.39 eV, ce qui est en total accord avec I'expérience (~
0.3 eV). De la méme maniere, le passage de I'amine a la liaison peptidique induit sur ’énergie

d’ionisation de l’azote un déplacement assez important de +1.02 eV.

La Table 7.6 reprend les énergies d’ionisation de cceur du squelette de la glycine centrale de
la glycil-glycil-glycine ((Gly)s) dans les conformations hélice « et feuillet 3. Une étude similaire
de P.F. Loos a été menée sur le trimiere de ’alanine. Comme dans cette étude, les différences
entre les deux conformations sont, comme dans le cas du dimere, relativement faibles passant
de la conformation en hélice a a la conformation en feuillet 5 : 4+0.87 eV pour l'ionisation 1s
N, -0.41 eV 1s C, et +0.21 eV pour le 1s C(=0). Par rapport au trimere de l'alanine, les
déplacements entre les deux conformations de la glycine sont légerement plus importants et
ne sont pas nécessairement dans le méme sens : +0.13 eV pour le 1s CA% et +0.18 pour le
Is C(=0) [356]. L’effet de la polymérisation sur le C, est marqué lorsque la conformation du
trimere est I'hélice o (+0.4 eV) ce qui n’est pas surprennant parce que la géométrie de la glycine

centrale dans le feuillet 3 est tres proche de la géométrie de la glycine isolée (cf. Figure 7.3).
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Eion (GV)

Monomere Conformations Expérience

Ionisation 1s Ip [IIp IIp IVn  Moyenne

NH, 402.23 402.26 402.08 403.22  402.65 405.58
Ca 292.36  292.37 292.35 292.63  292.49 292.3
C(=0)OH 294.16 294.15 295.26 294.85  295.05 295.1
Dimere Conformations

[onisation 1s 0 180

NH, 401.90 401.91

Cqpl 291.92 291.95

C(=0) 293.77 293.78

N(H) 403.25 403.23

Cy2 292.71 292.81

C(=0)0OH 295.68 295.68

Table 7.5: Energie d’ionisation de cceur en eV des quatre conformations du monomere de la Glycine et
des deux conformations du dimere de la Glycine (voir Figure 7.2) en employant la régression
linéaire sur les résulats AP avec 1 CO. Les valeurs expérimentales viennent de la référence

[345].

Q
H,N C (=0)OH

Conformation Ip
(53%)

Hélice a Feuillet B

Figure 7.3: Les deux conformations de la triglycine. La glycine centrale est représentée en boule et

baton.
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Tonisation 1s Eion (eV)

Monomeres (Ip) Trimeres

hélice o feuillet

N(H) 402.23 403.88  403.01
Ca 292.36 292.78  292.37
C(=0) 294.16 294.20  294.41

Table 7.6: Comparaison des énergies d’ionisation de coeur 1s sur les trois atomes du squelette de la gly-
cine centrale du tripeptide (voir Figure 7.3) apres régression liéaire. Les valeurs expérimen-

tales viennent des références [345].% sont les écarts a partir des valeurs calculées moyennes.

La suite de ce travail sur les glycines consiste a placer la glycine dans un environnement plus
complexe comme une hélice a ou une protéine. Les spectres NEXAFS pour des biomolécules
sont cependant assez rares. Seuls deux protéines sont, a ce jour, caractérisées par un spectre
NEXAFS, la fibrinogene et la Sérum-Albumine Humaine ainsi que quelques polypeptides (entre
10 et 20 acides aminés) [344,366].

7.3.2 La Sérum-Albumine Humaine (HSA)

L’énergie d’ionisation de cceur étudiée dans cette partie est celle du C, de la glycine. La
Figure suivante reprends ces énergies calculées pour le monomere, le trimere et une hélice o
de 17 glycines®. Une premiere chose & considérer dans des systémes protéiques est de valider
I'approche LSCF-AP/MM, et plus précisement de vérifier que la présence de SLBO n’induit
pas d'importants artefacts sur la propriété étudiée. Cette validation a été réalisée sur le trimere
de la glycine. La valeur entre parenthese sur la Figure 7.4 correspond au calcul LSCF-AP /MM
(Amber99 comme champ de forces). La différence entre 1'approche QM et 'approche LSCF-
AP/MM n’est que de -0.27 eV. P.-F. Loos avait au préalable montré que l'effet de la SLBO
n’influencait que trés peu sur I’E},, du pentane (~ 0.1 eV).

Comme pour l'alanine, ’énergie d’ionisation de cceur obtenue en LSCF-AP/MM est plus

faible pour I'hélice o que pour le trimere en conformation hélice @ (-0.39). L’effet d’un envi-

8Lors de l'optimisation de la structure hélice o, le squelette de I’hélice est resté gelé. Deux SLBO ont été

positionnées de par et d’autre de la glycine centrale.
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ronnement en hélice @ non polaire sur la glycine ou sur l'alanine est tres faible. N. Ferré et
X. Assfeld avait observé dans leur travail sur la crambine que l'influence de l’environnement
jouait un role tres important sur I’énergie d’ionisation de coeur du carbone 1s du glutamate
dans la crambine. Un déplacement de 4 eV entre le glutamate en phase gazeuse et dans la pro-

téine avait été observé [355]. Il est donc possible d’observer des déplacements tres importants

Copw. 292.49 Capo 9, 78
(292.51)
Monomeére Trimére Hélice a
hélice a

Figure 7.4: Energie d’ionisation en eV pour le C, du monomere, de trimere en conformation a et d’une
polyglycine en conformation hélice « de la glycine. La valeur entre parenthése pour le trimere
est ’énergie d’ionisation de coeur obtenue en LSCF-AP/MM. La valeur pour le polypeptide
est aussi obtenue en LSCF-AP /MM

dis a l'environnement. Similairement a 1’étude de N. Ferré, ’énergie d’ionisation du carbone «
de la glycine va étre étudiée dans la protéine Sérum-Albumine Humaine (HSA, Human Serine
Albumine). Cette protéine produite par le foie, comporte 550 acides aminés, répartis en deux
chaines (A et B) et formant une structure secondaire constituée majoritairement d’hélices av et
de quelques hélice 3;0°. Un spectre NEXAFS de cette protéine est disponible. Cependant, vu
le grand nombre d’acides aminés, il est tres difficile de caractériser les énergies d’ionisation de
chaque acide aminé [344].

Nous avons vu que I’état de protonation d’acides aminés comme 1’histidine modifie fortement

I’énergie d’ionisation du carbone «. D’autres études, similaires, ont exploré l'effet de protona-

9Dans une hélice o, I'acide aminé n est relié par une liaison hydrogene & 1’acide aminé n +4. Lorsque la liaison

hydrogene se fait entre 'acide aminé n et ’acide aminé n + 3, on parle d’hélice 31¢.
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Figure 7.5: Représentation de la chaine A (en rouge) et de la chaine B (en bleu) en Ribbons de la
Sérum-Albumine Humaine (code pdb 1AOG6). Les batons représentent les hélices o ou les

hélices 319.

tion/pH de la lysine [367]. Les états de protonation dans des protéines ou polypeptides modifient
considérablement les spectres expérimentaux. Une étude réalisée par Zubavichus et collabora-
teurs a montré que le spectre de la glycine était fortement modifié en fonction du pH (forme
zwitérionique, cationique, anionique de la glycine) et de son environnement proche (ajout de
Lit et de C17) [368]. Par contre, l'effet des résidus chargés dans 'environnement proche de la
glycine est nettement moins étudié. Nous avons donc décidé d’explorer cet effet sur les glycines
présentes dans la HSA. Dans cette étude, nous ne considérerons que la chaine A de la HSA (code
pdb 1AOG6, résolution de 2.5 A) La chaine A est constituée d’une vingtaine d’hélices « et de 17
liaisons disulfures qui maintiennent deux a deux certaines hélices a.

A partir de la structure cristallographique de la chaine A, nous avons utilisé propKa [300] afin
de poser les états de protonation pour un pH neutre. Ainsi, tous les glutamates et les aspartates
(lysines et arginines) sont déprotonés (déprotonées) a pH neutre. Seul le glutamate 244 a été
protoné, ainsi que 1'histidine 288. L’environnement des résidus histidines a été visualisé afin de
positionner I’hydrogene sur I’azote § ou €'’. Ensuite, nous avons ajouté les atomes d’hydrogenes
et neutraliser le systéeme par 13 contre-ions Nat a laide du programme tleap de la suite de
programme Amber9 [297]. Apres cette construction du systéme, nous avons minimisé I’ensemble
de la structure avec Tinker4.2 [298].

Les étapes d’optimisation QM /MM et de calculs d’énergie des deux états électroniques sont

réalisés avec le méme niveau de théorie que précédemment. Nous allons étudier les ionisations

10FEn §, les histidines 9, 105, 128, 146, 338, 510, 535 et en € les histidines 39, 67, 242, 367, 440, 464.
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de coeur du carbone « des glycines présentes dans le systeme. Nous avons optimisé une par
une la géométrie des onze glycines en présence de leur environnement, les deux acides aminés
voisins de chaque glycine (-Xxx-Gly-Yyy-) se relaxant, le reste de ’environnement est gelé. La
coupure s’effectue de part et d’autre de la glycine d’interét au niveau de la liaison peptidique.

La SLBO a été localisée avec le critere de localisation de BF sur le composé modele qu’est la

Gly 572
a8
r

N

N-Méthylacétamide.

entre deux hélices a

207
399
15

helice’a droite |>————18%

Gly 85 —

Gly 399

Gly 71

1248

-180
-180

180

8 o

Gly 328

(a) Chaine A de la HSA (b) Carte de Ramachandran

Figure 7.6: A gauche, repésentation de la chaine A en Ribbons et des onze glycines représentées par des
spheres de vdW ; les hélices « sont représentées par les batons rouges et les hélices 319 par
les batons bleus. A droite, se trouve la carte de Ramachandran ol les onze carrés jaunes
représentent les glycines de la protéine HSA. La position des glycines dans la séquence de

la chaine A est indiquée en bleu.

Une premiere hypothese serait que 1’énergie d’ionisaton du carbone « de la glycine est dé-
pendante de la position de la glycine au sein de la structure secondaire de la chaine A de la HSA.
Pour cela, une carte de Ramachandran va nous permettre de déterminer leur position (cf. Figure
7.6). En effet, la conformation de l'ossature d’un acide aminé peut étre déterminée & partir de
deux angles diedres, ® et W, caractérisés respectivement par les atomes C(=0)-NH-C,-C(=0) et
NH-C,-C(=0)-NH d’un acide aminé. Toutes les valeurs des angles ® et W ne sont pas possibles

parce que certaines sont stériquement tres peu probables et, par conséquent, énergétiquement
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tres défavorables. Cette carte comprend trois zones énergétiquement favorables. Dans une pro-
téine, la grande partie des acides aminés a des combinaisons d’angles (®, ¥) qui se trouvent a
I'intérieur de ces zones. Deux zones caractérisent les hélices « droites (la zone -57 et -47) et le
feuillet 5 (parallele -119.0°et +113.0 et antiparalele -139.0°et +135.0"). La troisiéme région, plus
petite, correspond a une conformation en hélice a gauche (® > 0). Ces trois zones (en vert ou
bleu) sont repésentées sur la Figure 7.6-(b). La glycine étant un acide aminé sans chaine latérale,

elle pourra adopter des combinaisons d’angle hors de ces trois zones.

Les glycines 71, 85, 189, 328, 431, 434 et 572 sont des résidus constitutifs d’hélices a ou
hélices 319. Les Glycines 15, 207, 248 et 399 ont comme caractéristique de se trouver dans les
trois acides aminés reliant deux hélices a (coude ou 7-turn); trois de ces résidus sont orientés
vers l'extérieur de la protéine (Glyl5, Gly207 et Gly 399), la derniere (Gly248) vers l'intérieur

de la protéine (burried).

La Table 7.7 reprend les énergies d’ionisation de 'orbitale 1s du C, ainsi que les caracté-
ristiques liées a la conformation et les voisins Xxx et Yyy du tripeptide -Xxx-Gly-Yyy- . Les
déviations ont été calculées a partir de I'hélice v (trimere) lorsque la glycine se trouve dans
une hélice (coude). Nous pouvons observer que les énergies d’ionisation se trouvent entre 285.57
(Gly572) a 295.05 (Gly399), ce qui est une région tres large. La Glyl5, la Gly85 et la Gly71
possedent les plus petits écarts, inférieurs a ~1 eV. Ces trois résidus n’ont rien en commun, que
ce soit leur structure secondaire ou meéme leur environnement proche. La Table 7.7 est, en fait,
relativement difficile a analyser parce que plusieurs facteurs peuvent influer : non seulement les
deux acides aminés voisins (Xxx et Yyy) sont de nature tres différentes (neutres ou chargés),
exceptés pour la Glyl5 et la Gly399 et pour la Gly189 et la Gly572 qui ont les mémes voisins,

mais aussi parce que ’environnement a 6 A autour de chaque glycine est tres diversifié.

Pour essayer de rationaliser les effets de I’environnement sur 1’énergie d’ionisation, une étude
systématique a été réalisée sur chaque glycine. Celle-ci consiste a extraire les onze tripeptides
Xxx-Gly-Yyy de la protéine et a calculer ’énergie d’ionisation de coeur du C,, de la glycine dans
la géométrie qu’ils possedent dans la protéine. Ce tripeptide sera traité en LSCF-AP/MM en
phase gazeuse. Grace a cela, nous pourrons tirer des conclusions sur i) I'influence des deux voisins

et sur ii) 'impact de I’environnement protéique.

La Figure 7.7 montre les variations de I’énergie d’ionisation du carbone o de chaque glycine

des onze tripeptides en phase gazeuse par rapport a celle de la triglycine, prise comme valeur de
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Glycines Eion  Ecarts® Conf. Xxx et Yyy
15 292.80 +0.29 coude Leu et Glu
71 291.16  -0.96 o Phe et Asp
85 291.53  -0.59 o) Tyr et Glu
189 294.26 +2.14 310 Glu et Lys
207 293.58 +1.07 coude Phe et Glu
248 291.31 -1.20 coude Hiset Asp
328 290.60  -1.52 o Leu et Met
399 295.05 +2.54 coude Leu et Glu
431 294.40  +2.28 « Leu et Lys
434 29433  +2.21 « Val et ser
572 285.57  -6.55 « Glu et Lys

(Gly)s hélice «  292.51 — coude Gly et Gly

Hélice a 292.12 — « Gly et Gly

Table 7.7: Energies d’ionisation en eV d’un électron de l'orbitales 1s du C, de la glycine. ®Les écarts
sont calculés en fonction de la conformation : les quatre glycines en conformation coude sont
comparées a 1’énergie d’ionisation de la triglycine en conformation hélice «, la déviation des

sept autres glycines est calculée par rapport a 1’ Ej, glycine au centre de I’hélice v de glycine.

référence (La Table des énergies d’ionisation propre a ces tripeptides est disponible en Annexe
C). L’Eion du composé de référence (glycil-glycil-glycine) est calculée en LSCF-AP/MM (292.51
eV). Ce choix de référence se justifie parce que les deux résidus voisins de la glycine centrale
sont des acides aminés non-polaires. Les effets des deux voisins Xxx et Yyy des glycines peuvent
ainsi etre rationalisés. Dans une premier temps, nous allons considérer les glycines liées a un
acide aminé non polaire. Nous verrons que selon la nature du second acide aminé I’ F,,, se verra
modifiée. La présence d’un acide aminé possédant un atome fortement électronégatif dans sa
chaine latérale (oxygene ou soufre) comme la sérine ou la méthionine induit un déplacement
faible du spectre de 0.5 eV, c’est le cas pour Leu-Gly328-Met et Val-Gly434-Ser. La présence
d’un résidu chargé positivement dans le tripeptide entraine une augmentation de I'E;,, plus

importante de 'ordre de +1.8 eV, c’est le cas pour la Gly431 qui a pour voisin une lysine. Cette
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Figure 7.7: Variation de ’énergie d’ionisation du carbone « des onze glycines en présence des deux acides
aminés voisins Xxx et Yyy en phase gazeuse par rapport a la triglycine (conformation hélice

Q).

observation semble assez logique parce que la charge positive de la lysine déstabilise I’état ionisé
de cceur, son énergie s’en voit augmentée. A contrario, la présence d’un acide aminé chargé
négativement comme un glutamate ou un aspartate stabilie I’état ionisé de coeur, diminuant son
énergie. Par conséquent, 1'énergie d’ionisation sera moindre (en moyenne -1.8 eV) par rapport a
la référence qu’est la triglycine, c’est le cas pour la Gly15, la Gly71, la Gly207 et la Gly399. Les
effets diis a la présence d'une charge positive ou négative ont donc quantitativement la méme

amplitude mais de signes opposées.

Dans le cas ou les deux résidus voisins de la glycine sont chargés (Gly189 et Gly572), un résidu
positif et un négatif, les effets devraient s’annuler et tendre vers une valeur proche du trimere
(292.51 eV). Or, ce n’est pas le cas. La Figure 7.8 représente ces deux tripeptides. Clairement,
la distance et donc la géométrie entre le groupement chargé et le C, de la glycine joue un role
non négligeable sur I'ionisation de cceur en présence d’espece chargée. Ainsi pour la Gly189, le
groupement chargé du glutamate est 3.58 A plus proche du Ca que du NH; de la lysine. Par

conséquent, I'influence du glutamate est plus forte et 'emporte sur I'effet que peut jouer la lysine.
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(a) Gly189 (b) Gly572

Figure 7.8: Représentation du tripeptide Glu-Gly-Lys. Les distances entre les groupements chargés et

le carbone « de la glycine sont indiquées.

L’énergie d’ionisation obtenue est donc tres faible (290.53 eV). Pour la Gly572, les groupements
chargés du glutamate et de la lysine sont a une distance assez similaire du carbone a de la
glycine, respectivemment 7.10 A et 6.62 A. Les effets dis a la charge sur 1’énergie d’ionisation
s’annulent quasiment : 291.83 eV contre 292.51 pour le trimere en phase gazeuse.

Deux autres glycines (la Gly15 et la Gly399) possedent des acides aminés voisins identiques :
leucine et glutamate. Elles se trouvent toutes deux en conformation coude dans la protéine. D’un
point de vue géométrique, les trois acides aminés se superposent parfaitement (RMSD = 0.53
A) Le groupement chargé du glutamate se trouve a une distance de 6.4A du C, de la glycine.
Leur énergie d’ionisation de coeur est relativement similaire a 0.25 eV pres : 290.85 eV et 291.10
eV.

Cette premiere approche nous indique de sérieux renseignements quant a l'importance des
résidus chargés au voisinage des glycines étudiées. La suite de I’étude est de replacer ces tripep-
tides dans leur environnement protéique afin d’observer les effets liés a cet environnement. La
Figure 7.9 illustre cet effet (La Table des énergies d’ionisation propres a ces tripeptides dans leur
environnement est disponible en Annexe C). Majoritairement, une augmentation de ’énergie
d’ionisation de cceur du carbone a de la glycine est observée, allant de +0.75 eV a +3.95 eV.
Seules la Gly328 et la Glyb72 voient leur énergie d’ionisation diminuer en présence de l'envi-
ronnement. L’augmentation de 'énergie d’ionisation est principalement due a la présence dans
I'environnement proche (6 A) de la glycine de résidus polaires et chargés positivement (basique).
La Figure 7.10 illustre I'environnement de la Gly328 et de la Gly572 dont 1’énergie d’ionisa-

tion diminue lors du passage du tripeptide de la phase gazeuse vers son propre environnement.
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Figure 7.9: Variation de I’énergie d’ionisation du carbone « des onze glycines en présence des deux

acides aminés voisins Xxx et Yyy en phase gazeuse et dans la protéine.

Le plus impressionnant est la diminution de I’énergie d’ionisation de la Gly572 (-6.26 V), son
environnement proche contient effectivement un résidu basique (Asp557) a 8.60 A, de la méme
maniere pour la Gly328, un aspartate est aussi présent a 7.4 A. Cependant dans les deux cas sont
aussi présents légerement plus loin (environ 10A de la glycine) des résidus chargés positivement.
Ces deux exemples montrent clairement combien il est toujours difficile de quantifier précisément
I'effet de 'environnement malgré la quantification que nous avons établie concernant les résidus
chargés. De plus, ces effets électrostatiques sont modifiés selon la distance qui sépare la partie

chargée de I'acide aminé de 'atome étudié.



(a) Gly328 (b) Gly572

Figure 7.10: Représentation de l'environnement de la Gly328 et de la Gly557. La convention couleur
est la suivante : les résidus en blanc,vert, bleu et rouge sont respectivement non-polaires,

polaires, basiques et acides.
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7.4 Conclusions

OUS avons montré dans cette derniere partie une nouvelle méthode, la projection asympto-
N tique, qui orthogonalise les orbitales localisées (SLBO ou CO) aux orbitales variationnelles.
Cette approche a été implémentée et a ensuite été testée et validée en évaluant les énergies d’io-
nisation de coeur sur un ensemble de molécules organiques. La méthode a été approuvée avec
des erreurs similaires & celles obtenues en LSCF et un RMSD de 0.18 eV. A partir des molécules
organiques, nous avons observé 'effet de simple, double et triple liaisons sur ’énergie d’ionisa-
tion (> 1 eV) ainsi que la présence d’atomes électronégatifs (> 2 eV) dans des groupements
fonctionnels tels que ’hydroxyle, le carbonyle et le carboxyle.

Ensuite, nous avons calculé les énergies d’ionisation d’'un certain nombre d’acides aminés.
L’approche AP reproduit aussi tres bien les énergies d’ionisation des carbones du squelette ;
cependant, elle ne permet pas une description assez précise de ’énergie d’ionisation 1s de 'azote
peptidique. Cette étude a mis en évidence, a l'aide de I'histidine, que I'état de protonation
jouait un role tres important (> 4eV) et que nous parvenions a évaluer cet effet. Une étude
plus poussée a ensuite été réalisée sur la glycine. Expérimentalement, la formation d’une liaison
peptidique induit un déplacement de 1’énergie d’ionisation du carbone C(=0) de 0.3 a 0.4 eV.
Nous sommes parvenus a reproduire cet effet lors du passage du monomere au trimere (0.39 eV).
Les deux conformations du dimere de la glycine n’induisent pas de modifications importantes
(< 0.1 eV) sur I'énergie d’ionisation de chacun des atomes.

La suite du travail a été concentrée sur 1’énergie d’ionisation du carbone « de la glycine
dans un milieu protéique. L’analyse a tout d’abord porté sur les onze tripeptides (Xxx-Gly-Yyy)
extraits de la protéine de Sérum-Albumine Humaine contenant une glycine. A partir de ces
tripeptides en phase gazeuse, nous avons montré que la présence de résidus voisins contenant
des atomes électronégatifs dans leur chaine latérale et basique induisaient une augmentation
de I'énergie d’ionisation de respectivement +0.5 eV et +1.8 eV. La présence de résidus chargés
négativement montre une diminution de cette énergie d’ionisation de 1.8 eV par rapport au
trimere de la glycine. Une charge positive (négative) déstabilise (stabilite) I’état ionisé.

Il existe aussi une relation coulombique entre la distance entre ’atome ionisé et le grou-
pement chargé. Au plus cette charge est proche, au plus elle aura de l'influence sur 1’énergie
d’ionisation. En plagant ces tripeptides dans leur environnement protéique, une augmentation

de I'énergie est due a la présence de résidus basiques. Seuls deux tripeptides voient leur énergie
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d’ionisation diminuer en présence de ’environnement protéique. Les effets de I'environnement
restent cependant assez difficile a déterminer. Une analyse systématique sur les résidus entourant
la glycine pourrait sans doute apporter un éclaircissement notamment en éteignant successive-
ment les charges de la chaine latérale (cf. Etude sur kalata B1). Cependant, cela demanderait

un travail considérable.
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"OBJECTIF principal de cette these a été d’étudier les phénomenes électroniques sur diffé-
L rents systemes biologiques a 1’aide de 'approche QM /MM developpée dans le laboratoire
de Nancy, le Local Self-Consistent Field (LSCF). Nous avons montré que les récents développe-
ments concernant la coupure d’une liaison covalente mais aussi le couplage LSCF/MM et PCM

developpés par P.-F. Loos s’adaptaient parfaitement dans le traitement de systemes biologiques.

La premiere partie est dédiée a la présentation des méthodes de chimie quantique. Le pre-
mier chapitre présente les approches ab initio indépendantes du temps : Hartree-Fock (HF), les
théories des perturbations et de la fonctionnelle de la densité (DFT). Nous avons ensuite décrit
les méthodes qui évaluent les transitions électroniques et plus particulierement, les méthodes HF
et DFT dépendantes du temps. Nous sommes revenus sur les approches de solvatation qui sont

nécessaires pour modéliser des phases condensées.

Dans la seconde partie, nous avons cité des outils qui traitent les systemes biologiques. Les
principes de base de la mécanique moléculaire ou champ de forces ont été explicités brievement
pour rassembler les théories qui interviennent dans les méthodes hybrides QM-MM. Dans le
chapitre 4, nous avons développé de fagon plus approfondie les méthodes QM-MM et plus spé-
cifiquement, le LSCF /MM developpé a Nancy. Nous avons décrit les récents développements de
P.-F. Loos (LSCF /43, LSCF/+3,45) ; pour, dans la troisieme partie, les utiliser pour traiter des
systemes biologiques. La partie centrale de la these comprend un certain nombre d’applications
sur les phénomenes électroniques.

Au chapitre 5, nous avons adapté une méthodologie sur la base des développements de P.-F.
Loos pour intégrer la réponse électronique de ’environnement dans les spectres d’absorption,
lorsque le chromophore absorbe un photon. Cette approche est basée sur le couplage LSCF/MM
avec un continuum caractérisé par la constante diélectrique dynamique, le LSCF/MM:ERS. La
réponse électronique de I'environnement est habituellement négligée; or, dans le cadre d’une
collaboration avec 'ENSCP et ’Unité de Chimie Physique Théorique et Structurale, nous avons
montré qu’elle est essentielle pour le complexe de squaraine-tétralactame. Grace a ’ajout de
la réponse électronique de la cage tétralactame, l'effet de la complexation du chromophore de
squaraine approche l'expérience, ce qui n’était pas le cas en ’absence de I’ERS. Toujours dans le
cadre de I’étude de la réponse électronique de I’environnement, nous avons similairement étudié

les chromophores d’une protéine fluorescente. Sur ceux-ci, nous avons testé et validé la coupure
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entre la partie QM et la partie MM au niveau de la liaison peptidique (LSCF/+3,+5). Deux
conformations de la protéine ECFP ont été étudiées en absence ou en présence de molécules
d’eau. Nous avons vu que la présence des molécules d’eau induisait d’importantes modifications
sur la géométrie du chromophore et, par conséquent, sur son spectre d’absorption UV /visible. La
contribution de la réponse électronique de I’environnement est relativement similaire aux contri-
butions électrostatiques et géométriques (environ 10 nm). Cela montre encore une fois que celle-ci
ne peut etre négligée. Nous avons terminé ce chapitre en observant les effets de la substitution
ou de la mutation du chromophore. Nous avons, a nouveau, utilisé notre modele pour prendre
en compte la réponse électronique de 'environnement. Avec ce modele (LSCF/MM:ERS), nous
obtenons le méme ordre de grandeur dans la déviation (entre -10 nm et +10 nm) par rapport a
des résultats expérimentaux possédant des mutations similaires. Au terme de ce chapitre, nous
avons montré que les effets géométriques, électrostatiques et électroniques ont le méme ordre
de grandeur sur le spectre d’absorption des chromophores. Cela prouve qu’il est important de
bien considérer ces trois, et non deux, contributions lorsqu’on traite un chromophore en pré-
sence d'une protéine. Cette méthodologie, simple et efficace, pourra par la suite étre réutilisée
dans le cadre de la these de Thibaut Very, supervisée par Xavier Assfeld. Cette these s’inscrit
dans le cadre d'une ANR et porte sur I'insertion de complexes de ruthénium qui présentent des
propriétés spectroscopiques tres différentes une fois intercalés dans I’ADN. De plus, il sera néce-
saire d’introduire les effets de dispersion pour correctement décrire les interactions de systemes
-7, qui sont notamment étudiés par Soraya Abdouche. D’autre part, une collaboration avec un
groupe qui développe des champs de forces polarisables pourrait s’avérer étre une autre pers-
pective pour traiter la polarisation électronique dans des systemes biologiques. En effet, Fabien
Archambault, en these dans I’équipe de Dynamique des Assemblages Membranaires de Nancy,

a développé un champ de forces polarisables pour les systemes biologiques.

Comme seconde application, au chapitre 6, nous avons collaboré avec Elise Dumont (ENS,
Lyon) sur des macrocycles contenant des liaisons disulfures. Ce travail s’inscrit dans une série
de plusieurs publications réalisées sur des petits systemes aliphatiques contenant un pont di-
sulfure. L’objectif était d’étudier la capture électronique sur des systemes plus conséquents et
principalement, de rationaliser les effets diis a une compétition interne au systeme, induite par
la présence de trois ponts disulfures. L’étude nous a permis d’identifier clairement les liaisons

disulfures les plus favorables a la capture électronique et de déterminer les effets géométriques
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induits par la capture électronique. Une étude systématique nous a aidés a quantifier les effets
électrostatiques de l’environnement sur chacune des captures électroniques. Une suite de plu-
sieurs ordres pourrait étre donnée a ce travail. En effet, il serait intéressant d’observer les effets
dynamiques que provoque la capture électronique en calibrant un champ de forces spécifique des
liaisons a 2c-3e. Jusqu’a maintenant, nous avons étudié sur ces systemes particuliers les affinités
électroniques adiabatiques. Nous pourrions aussi utiliser d’autres méthodes comme la mécanique
moléculaire ab initio pour décrire des quantités thermodynamiques et s’approcher de I’évaluation
des potentiels rédox.

Dans le dernier chapitre de cette partie, nous avons étudié l'effet de ’environnement sur
les ionisations de coeur. En collaboration avec Vitaly N. Glushkov, nous avons implémanté la
projection asymptotique, qui orthogonalise les orbitales localisées (SLBO ou CO) aux orbitales
variationnelles nécessaires a rendre 1’état fondamental orthogonal aux états ionisés. Elle a été
testée et validée en évaluant les énergies d’ionisation de cceur d'un ensemble de molécules or-
ganiques. La méthode a été approuvée avec des erreurs similaires a celles obtenues en LSCF.
A partir de ces résultats, nous avons observé que les atomes électronégatifs modifient I’énergie
d’ionisation. Une étude des énergies d’ionisation de cceur des atomes du squelette des acides
aminés a été réalisée. Cependant, elle ne permet pas une description assez précise de 1’énergie
d’ionisation de l'orbitale 1s de I’azote peptidique. Celle-ci a mis en évidence, a ’aide de 1'histi-
dine, que I’état de protonation jouait un role tres important (> 4 eV) et que nous parvenions a
évaluer cet effet. Une étude plus poussée a ensuite été réalisée sur la glycine. Nous nous sommes,
en effet, concentrés sur ’énergie d’ionisation du carbone « de la glycine dans un milieu pro-
téique. L’analyse a tout d’abord porté sur les onze tripeptides (Xxx-Gly-Yyy) de la protéine de
Sérum-Albumine Humaine contenant une glycine. A partir de ces tripeptides en phase gazeuse,
nous avons montré que la présence de résidus voisins polaires et basiques induisait une augmen-
tation de I’énergie d’ionisation de, respectivement, +0.5 eV et 1.8 eV. Par contre, la présence de
résidus chargés négativement indique une diminution de cette énergie d’ionisation de 1.8 eV par
rapport au trimere de la glycine. Il existe aussi une relation coulombique entre I’atome ionisé et
le groupement chargé. En replacant ces tripeptides dans leur environnement protéique, une aug-
mentation de I'énergie due a la présence de résidus polaires et basiques est observée ; cependant,

cette quantification est nettement plus délicate a obtenir.

Cette these a montré I'importance de la prise en compte de la réponse électronique de ’envi-
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ronnement sur les propriétés optiques de chomophores et les nombreux effets de I’environnement
sur des phénomenes électroniques comme la capture électronique et les ionisations de coeur. Pour
de tels systemes biologiques, les méthodes hybrides QM-MM offrent d’intéressantes perspectives

comme indiqué ci-dessus.
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Annexe A

Quelques fonctionnelles usuelles

A.1 LDA et LSDA

Afin d’utiliser ces résultats dans les calculs de DFT, Vosko, Wilk et Nusair (VWN) [24] ont
construit une forme analytique d’interpolation entre les limites de spins non polarisés (¢ = 0) et

polarisés (¢ = 1).

TN 0) = e (rn0) +eu () [ ;;fg)] 1= ¢+ feo (e 1) — o (res O] FO)C

L+ + (-0 -2

= Al
Les fonctions €. (rs, () et €, (rs) sont paramétrisées.
A.2 Les GGA
Becke [25] propose pour I’échange une relation simple :
(B88  _ (LDA | A BSS
A )1;88 ) 1/3 ) a? A
= — 2
o L gy e (A.2)
VW)
p*/3 (r)

Le parametre (3 est déterminé par la méthode des moindres carrés sur des données expérimentales

(56 énergies d’atomisation, 8 affinités protoniques et 10 énergies atomiques totales d’atomes et
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de molécules issus du jeu G1 de Pople et al.). Perdew et Wang ont aussi défini une fonction

d’échange similaire a celle de Becke, PW91 [27] :

. — 12
1 + za; sinh™ (zag) + (ag + aget” > x?
(PWOL _ LDA

X X

A3
1 + za;sinh™! (zag) + asz? (43)

ou aj_s sont des constantes et = est défini par 'Eq. (A.2). Pour I'énergie de corrélation, la

fonctionnelle de corrélation de Lee-Yang-Parr (LYP), la plus populaire, est caractérisée par :

Lyp —ay abrye— "0
“ T Oxrdp ) 9+ dp () g ()
x [1822)Ce (0 (1) + 0 (1)) = 18p (1) T (A)
¥ 0 (1) (2T 4 V290 (6)) + 5 (5) (27 + V2p; ()]
Cr = = (3" (A.5)

v =
1, = 1(M—V2f)a(l‘))

La fonctionnelle 7, est la densité d’énergie cinétique locale de Weizsacker. Il est intéressant de
noter que les parametres (a, b, ¢, et d) sont déterminés grace aux données expérimentales de
I’atome d’hélium! Voici une autre forme de correction sur la corrélation, celle de Perdew, dite

P86 [26] :

P80 = (LDA L AP (A.6)
pss _ €°Cp(x)[Vp(r)|?
ST T RO () D
5/3 N\ 5/3
f(Q) = 22/3\/ (35) +(*3°)
PCICS I\ /151
Clp ) 7o (x)

CQ + C37”5 + C4’I"§
1 + C57“5 + C(;Tg + C7T§’

Clp(r)) = G+

ou a et Ci_7 sont des scalaires constants.
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Voici la liste des acides aminés avec les abréviations.

Stuctures

Noms Codes a 3 lettres Codes a 1 lettre
Glycine Gly G
Alanine Ala A
Valine Val Vv
Leucine Leu L
Isoleusine Ile 1
Methionine Met M
Sérine Ser S
Thréonine Thr T
Cystéine Cys C
Proline Pro P
Asparagine Asn N
Glutamine Gln Q

o
Il

HN—-CH—C—0H

H

HaN——CH—C——OH

CHg

HN——CH—C——O0H

l

CHz

I

CH—CH,

l

CH,

o
HN——CH—C——O0H
CH—CHs
CH

CHs

HoN——CH—C——0H
CHz
!
\

Ci

Ha

4]
HzN—cH—u—oH

|

CH,

|

OH

o
HEN—CH—‘(!—OH

CH—OH

CHy

o]
|

HN——CH—C——OH

H:N—CH—C——0H
CH;
c=0

NH,

a
HQN—CH—‘C‘—OH
CH,
CH,
=0

NH;




206 Les acides aminés

Table B.1 — suite de la page précédente

Noms Codes a 3 lettres Codes a 1 lettre Stuctures
i
HN :l: L —
Phénylalanine Phe F @

Tyrosine Tyr Y

@
Tryptophane Trp W o

HzN——CH—C——0CH

Lysine Lys K i

Arginine Arg R

Histidine His H

HeN——CH—C——0H

w,

Aspartate Asp

—0

HN——GH—C——0H
CH;
b
L
c=0
|
o

Glutamate Glu E




Annexe C

Les ionisations de coeur

C.1 La Sérum-Albumine Humaine

Voici la Table des énergies d’ionisation du carbone « de chacune des glycines de la HSA.
Cette Table contient donc les valeurs pour les onze tripeptides incluant une glycine en phase
gazeuse, ayant la gémoétrie qu’ils auraient s’ils se trouvaient dans la protéine, ainsi que lorsqu’ils

sont placés dans leur environnement protéique.



Tripeptides Eion Déviation®

isolé  protéine
Leu-Gly15-Glu  290.85  292.80 +1.95
Phe-Gly71-Asp  290.39  291.16 +0.77
Tyr-Gly85-Glu  290.78  291.53 +0.75
Glu-Gly189-Lys 290.53  294.26 +3.73
Phe-Gly207-Glu  290.93  293.58 +2.65
His-Gly248-Asp 289.96  291.31 +1.35
Leu-Gly328-Met  293.03  290.60 -2.43
Leu-Gly399-Glu  291.10  295.05 +3.95
Leu-Gly431-Lys 294.27  294.40 +0.13
Val-Gly434-Ser  293.01  294.33 +1.32
Glu-Gly572-Lys  291.83  285.57 -6.26
(Gly-Gly-Gly), 292.51

Table C.1: Energies d’ionisation en eV de l'orbitale 1s du C, de la glycine dans le tripeptide et dans la
protéine. La référence est le tripeptide en phase gazeuse. “La déviation est calculée entre le

systeme en phase gazeuse et dans son environnement.
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Abréviations Détails

ACM Connexion Adiabatique adiabatic connexion
AE Affinité Electronique

AEA Affinité Electronique Adiabatique

AP Projection asymptotique Asymptotic Projection
APC Atomic point Charges

ASC Apparent Surface Charges

BF Boys-Foster

CASCI Complete Active Space Configuration Interaction
CASSCF Complete Active Space Self-Consistent Field
CF Champ de Forces

CFP Champ de Forces Polarisables

CIS(D) Configuration interaction singles (doubles)
DD Diradical dianion

DFT Density Functional Theory

DFT-D Density Functional Theory with Dispersion
DT Dithiolate

ECFP Enhanced Cyan Fluorescent Protein

EE Electrostatic Embedding

EF Etat Fondamental

EFP Effective Fragment Potential

FBP Frontier Bond Potential

FCO Frozen Core Orbital

FO Frozen Orbital

GGA Generalized Gradient Approximation

GHO Generalized Hybrid Orbital
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GFP
HF
HLA
HSA
[EF-PCM
IMOMM
IMOMO
LA

LJ
LSCF
L(S)DA
MCSCF
ME
MEP
MM
MO
MRCI
MP2
NCM
OA

oL
OLO
ONIOM
PCM
PDB
PYP

QM

Green Fluorescent Protein

Hartree-Fock

Hydrogen Link Atom

Sérum-Albumine Humaine (Human Serum Albumin)
Integral Equation Formalism of Polarizable Continuum Model
Integrated Molecular Orbital/Molecular mechanics
Integrated Molecular Orbital/Molecular Orbital

Link Atom

Potentiel de Lennard-Jones

Champ auto-cohérent localisé Local Self-consistant field
Local (Spin) Density Approzimation
Multi-Configuration Self Consistent Field

Mechanical Embedding

Multipole Expansion Method

Mécanique Moléculaire

Orbitale Moléculaire

Multi- Reference Configuration-Interaction

Second order of the Moller Plesset Pertubation Theory
Nancy Continuum Model

Orbitale de fonction de base atomique

Orbitale Localisée

Orbitale Localisée Orthogonale

Our N-layered Integrated Molecular Orbital and Molecular Mechanic

Polarizable Continuum Model

Banque de données de structures protéiques (Protein Data Bank)

Photoactive Yellow Protein

Mécanique Quantique (quantum mechanics)
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Liste des abréviations

RA
SAS
SCCO
SCF
SCAPC
SCRF
SE

SES
SLBO
SS

ST
TD-DFT
TD-HF
vdW
WP

Radical anion

Surface Accessible au Solvant
Self-Consistent Core Orbital

Champ auto-cohérent Self-Consistent Field
Self-Consistent Atomic point Charges
Champ de réaction auto-cohérent Self-Consistent Reaction Field
Semi-empirique

Surface Excluant le Solvant

Strictly Localised Bond Orbital

pont Soufre-Soufre

Squaraine-Tétralactame

Time-dependent Density Functional Theory
Time-dependent Hartree-Fock

van der Waals

Weinstein-Pauncz
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Résumé

Les méthodes hybrides alliant la mécanique quantique et la mécanique moléculaire (QM /MM)
sont des outils adéquats pour traiter des systemes biologiques. Les phénomenes électroniques
souvent étudiés sur des petites molécules ont, des lors pu étre envisagés dans des environne-
ments macromoléculaires. Ce travail explore trois phénomenes électroniques en présence d’un
environnement protéique : I’absorption, la capture électronique et les ionisations de cceur. Nous
avons employé les derniers développements de la méthode QM /MM Local Self-Consistent Field
(LSCF) pour traiter la jonction covalente entre la partie QM et la partie MM ainsi que le
couplage QM /MM avec le PCM. En premier lieu, nous nous sommes focalisés sur les spectres
d’absorption de chromophores présents dans des macromolécules. Nous avons mis au point un
couplage entre les méthodes LSCF/MM et PCM pour prendre en compte la polarisation élec-
tronique de I'environnement suite a ’absorption d’'un photon par le chromophore. Ce modele,
le LSCF/MM:ERS, a été testé et validé sur le spectre d’absorption du complexe de squaraine-
tétralactame. Une étude plus poussée a ensuite été réalisée sur une protéine fluorescente en
décomposant la longueur d’onde d’absorption maximale en trois contributions physiques. Les
effets de la substitution du chromophore ont aussi été évalués. Dans une seconde partie, nous
avons étudié la capture électronique par un cyclotide contenant trois ponts disulfures, qui, apres
irradiation, forment des demi-liaisons caractéristiques (2c-3e). La derniére partie est consacrée
a la validation de l'approche de la projection asymptotique. Elle a été réalisée dans le cadre
d’une étude sur les ionisations de cceur d’un ensemble de molécules pour, par la suite, étudier les
ionisations de coeur de la glycine présentes dans des systemes de plus en plus complexes jusqu’a

la Sérum-Albumine Humaine.
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